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第一章     緒言  
1 . 1  低分子プローブとターゲットバリデーション  
 ターゲットバリデーション  (C leg g  e t  a l . ,  2 01 7 ;  Co u ssen s  e t  a l . ,  20 17 ;  Ho e ld e r  e t  a l . ,  
20 12 )  は、標的タンパク質の調節が期待される表現型を誘起するか否か、言い換えれば標的
タンパク質と疾患との直接的な関連性を確認する創薬研究の初期プロセスである  (F ig u re  1 -
1)。創薬標的と疾患の関係について確度の高い情報が得られれば、さらなる研究を行う価値




Fig ure  1 -1   新しいリード化合物および医薬品候補化合物を見出すためのプロセス  (A)  標準
的なターゲット・ベース創薬、 (B)  プローブ・ベース創薬  (G .  Drewes  an d  S .  Kn ap p ,  
Trend s  B io tech n o l .  2 01 8 ,  36 ,  12 75 – 12 8 6 .   の図を参考に作図した。 )  
 
 一般的にターゲットバリデーションは、RN A 干渉によるノックダウンや CRISP R -Ca s9 に
よるノックアウト、標的タンパク質の過剰発現、トランスジェニックマウス、あるいはノッ
クアウトマウスの表現型解析などを用いて行われる  (Ben so n  e t  a l . ,  20 06 ;  Co u ssen s  e t  a l . ,  
20 17 ;  Ho e ld e r  e t  a l . ,  2 01 2 ;  Weiss  e t  a l . ,  2 0 07 )。これらの分子生物学的な手法に加え、標的
タンパク質を選択的に阻害する低分子化合物（低分子プローブ）を使った検証も非常に強力
な手法である  (F ig u re  1 -2 )  (Bu n n ag e  e t  a l . ,  2 0 13 ;  Drewes  e t  a l . ,  2 01 8 ,  Garb acc io  e t  a l . ,  
20 16 ,  C leg g  e t  a l . ,  2 0 1 7 ;  Sch re ibe r,  20 1 5)。低分子プローブは分子生物学的手法の様に標的
タンパク質の産生を抑制せず、タンパク質の特定の機能  (例 :  酵素機能 )  を可逆的に阻害でき
る。低分子による標的タンパク質の阻害作用は速く、作用が生じるまでに時間を要する R NA







Fig ure  1 -2   低分子プローブによるターゲットバリデーション  
 
 低分子プローブによるターゲットバリデーションの成功は、それと同時に薬の種となるリ




1 .2 .1 RNA 代謝  
 RNA 代謝とは転写、mRNA プロセッシング  (mRNA の 5 ’キャッピング、R NA スプライシ
ング、3 ’ポリアデニル化 )、輸送 /局在化、翻訳および分解 /品質管理まで、すなわち m RNA の
合成から分解までの全てのプロセスを意味する  (F igu re  1 -3)。  




様性に寄与していることを示している  (Man n ing  e t  a l . ,  20 17 )。  
  転写後の RNA 代謝プロセスの異常は、癌や様々な疾患の原因となる  (Ag rawa l  e t  a l . ,  
20 18 ;  Ba te s  e t  a l . ,  2 0 17 ;  Bo v a i rd  e t  a l . ,  2 0 18 ;  Ch in  e t  a l . ,  2 01 7 ;  Coo p e r  e t  a l . ,  20 0 9 ;  
Cu r inh a  e t  a l . ,  20 1 4 ;  H o l l e r e r  e t  a l . ,  20 1 4 ;  La ff l eur  e t  a l . ,  20 1 9 ;  Mih a i lov ic  e t  a l . ,  2 01 7 ;  
Urb an sk i  e t  a l . ,  20 18 )、したがって、転写後プロセスを調節する低分子化合物の探索研究や
創薬研究への展開は重要と考えられるが、この研究領域はまだ未成熟な段階にある  (Des te r ro  





質の創薬ターゲットとしての可能性を検証するために、RNA 代謝、特に転写後の RNA 代謝
プロセスに関与するタンパク質に作用する低分子化合物の探索に取り組んだ。  
 以下、筆者が注目した３種のタンパク質 Cy c l in -d ep en d en t  k in ase  1 2  ( CDK1 2)、Bad  
r e spo n se  to  r e f r ig e r a t ion  2  ( Br r2 )、Eu karyo t i c  in i t i a t io n  f ac to r  4 A3  ( eIF4 A3 )  が関与する
RNA 代謝のプロセスに関して紹介する。CDK1 2 は主に転写、スプライシングおよびその他
の RNA プロセッシングに、Brr2 はスプライシングに、e IF4 A3 は RNA プロセッシングや
mRNA の重要な品質管理機構の一つであるナンセンス変異を持った RNA の選択的分解機構  
(NMD) に関与するタンパク質である。  
 
 
Fig ure  1 -3  RNA 代謝の概要と各ターゲットが関与するプロセス  (細胞の分子生物学  第六版  





1 .2 .2  CDK1 2 の転写・プロセッシングにおける役割と阻害剤の利用価値      
 真核生物では、三種類の異なるRNAポリメラーゼ  ( I - I I I )  が存在し、そのうちRNAポリメ
ラーゼ I I  (Po l  I I )  が、タンパク質をコードする遺伝子のメッセンジャーRN A (mRNA)  への転
写を行う  (F ig u re  1 -4)。  
 Po l  I Iの最大サブユニットのカルボキシ末端には、C末端ドメイン  ( CTD)  と呼ばれるPo l  I I  
特徴的な尾のような構造をした繰り返し配列Y SPTSPS  (チロシン‐セリン‐プロリン‐トレ
オニン‐セリン‐プロリン‐セリン )  が存在する。Po l  I IのC末端ドメインは、転写の各段階  
(開始、伸張、終結 )  でダイナミックなリン酸化を受ける  (F ig u re  1 -4 )。このC末端ドメイン
のリン酸化状態の変化が、Po l  I Iを含む転写複合体のコンフォメーションやPo l  I Iと他のタン
パク質や酵素との間の相互作用に影響を与え、転写の制御において重要な役割を担っている  
(Har l en  e t  a l . ,  2 0 17 )。      
 リン酸化されたC末端ドメインはRNA プロセシング因子をリクルートし、それらが結合す
るための足場としても機能する  (F igu re  1 -4 )。これにより、Po l  I Iから合成されて出てきた
RNAは速やかにプロセッシングを施される。つまり、Po l  I Iのリン酸化C末端ドメインは、転
写の制御だけでなく転写とRNA プロセシングを連携させる上でも重要な働きをしている。  
 
 
 Fig ure  1 -4  (A)  RNA ポリメラーゼ I I  C 末端  (CTD)  のリン酸化による転写調節  (細胞の分子




 C末 端 ド メ イ ン の リ ン 酸 化 は チ ロ シ ン や ト レ オ ニ ン 残 基 に 対 し て も 起 こ り 得 る が  
(He id emann  e t  a l . ,  20 1 3 )、2番目のセリン  (Se r 2)  と5番目のセリン  (Se r5 )  に対するリン酸化
が他のサイトのリン酸化と比較して頻度が高いことが知られている  ( Schü l l e r  e t  a l . ,  20 1 6)。
一般的に、Ser5のリン酸化はm RNAの5 ’キャッピングおよび転写の開始、Ser2のリン酸化は
転写伸張、転写終了および3 ’末端プロセッシングの調節に寄与していると考えられている  
(Har l en  e t  a l . ,  20 17 )。Po l  I IのC末端ドメインをリン酸化するキナーゼは、まとめてCTDキ
ナーゼと呼ばれており、Ser5およびSer2のリン酸化を担うCTDキナーゼとして転写制御に関
わるサイクリン依存キナーゼ  (CDK)  7 ,  9 ,  12 ,  および1 3が良く研究されている  ( Je ro n imo  e t  
a l . ,  2 01 3 ;  Har l en  e t  a l . ,  2 0 17 ;  Ga lb ra i th  e t  a l . ,  2 0 10 )。これらのCT Dキナーゼはいずれも
Ser5をリン酸化すると報告されている、一方でCDK9、CDK1 2およびCDK1 3のみがSer2のリ
ン酸化を担っている  (Koh ou tek  e t  a l . ,  2 0 12 ;  L iang  e t  a l . ,  2 0 15 )。  
 CTD Ser2 をリン酸化するキナーゼのうち、特に C DK1 2 (とそのホモログである CDK1 3 )  
は他の CDK と比較して非常に大きなタンパク質であり  (ヒトの CD K12 および CDK1 3 が
~16 4 KDa なのに対して他の C DK は 3 3 -56 KDa )  ( Dixo n -Cla rk e  e t  a l . ,  2 01 5 ;  Bö sk en  e t  a l . ,  
20 14 ;  Gre i f en b e rg  e t  a l . ,  20 16 ;  Bau ml i  e t  a l . ,  20 12 ;  Bau ml i  e t  a l . ,  2 0 08 )、キナーゼドメイ
ンに加え、N 末端にアルギニン -セリン  リッチ  (RS)  ドメインを持つ  (Ko  e t  a l . ,  2 00 1 ;  Ev en  
e t  a l . ,  20 0 6 ;  Fu  e t  a l . , 19 95 )。RS ドメインは p re -mRNA スプライシングや RNA プロセッシ
ングに関与するタンパク質に頻繁に見られる構造であり、CDK1 2 はこの構造的特徴から示唆
されるように、スプライシングや 3 ’ -end  RNA プロセッシング  を含む転写とプロセッシング
の連携に寄与することが明らかとなっている  (Ba r tko wiak  e t  a l . ,  2 01 5 ;  Dav id so n  e t  a l . ,  
20 14 ;  E i f l e r  e t  a l . ,  2 0 15 ;  Koh o u tek  e t  a l . ,  2 01 2 )。さらに、最近の報告によれば、CDK1 2
は DNA 損傷応答経路に関わる遺伝子の発現に関与し、ゲノムの安定性維持に寄与している  
(B lazek  e t  a l . ,  2 0 11 ;  Dub bu ry  e t  a l . ,  2 01 8 ;  L iang  e t  a l . ,  2 0 15 ;  Tien  e t  a l . ,  20 1 7)。様々な
癌種で、CDK1 2 の機能に影響を与える変異が報告されており、それらの CDK1 2 変異は
DNA 損傷剤やプラチナ誘導体、アルキル化剤、DNA 修復阻害剤  (PARP 阻害剤 )  に対する腫
瘍の感受性を高めることが知られている  ( Ba j r ami  e t  a l . ,  20 1 4 ;  Jo sh i  e t  a l . ,  2 01 4 ;  Na t r a j an  
e t  a l . ,  20 1 4)。これらの事実は、CDK1 2 が臨床試験における癌患者の層別化のためのバイオ
マーカーとして利用できるだけでなく、CDK1 2 の阻害剤が DNA 修復遺伝子の発現調節を介
して、抗腫瘍作用を示す新たな薬剤となる可能性を示唆している  (C h an  e t  a l . ,  2 0 11 ,  Ch i l à  




1 .2 .3  Brr2 の  スプライシングにおける役割  と阻害剤の利用価値  
 真核細胞において、タンパク質をコードする転写産物はイントロンを含んだp re -mRNAと
して生成される。スプライシングはp re -mRN Aのイントロンを取り除き、エキソン同士を繋
げ、成熟m RNAを生成するために必須のプロセスである。スプライシングのプロセスは、ス
プライソソームとよばれる低分子リボヌクレオタンパク質  ( sn RN P) 複合体によって触媒さ
れる。スプライソソームは5つの低分子リボヌクレオタンパク質  ( sn R NP) -U1、U2、U4、U5、
およびU6と多数の非リボヌクレオタンパク質によって構成されるマルチメガダルトンの巨大
な分子マシンである  (S t a l ey  e t  a l . ,  1 99 8 ;  Wah l  e t  a l . ,  2 0 09 )。スプライソソームによるスプ
ライシングの機構を図に示した  (F ig u re  
1 -5 )。まずU1  sn RNPが、p re -mRNAの5 ’
スプライス部位と塩基対を形成し、分岐
点結合タンパク質   (B BP)  とU2補因子  
(U2 AF)  が分岐点を識別して結合する。
U2 sn RNPがB BPとU2 A Fに代わって分岐














                                                           F ig ure  1 -5  スプライシングの分子メカニズム  




 Bad  re sp o n se  to  r e f r ig er a t io n  2   (Br r2 ,  g en e  n ame :  sn RN P2 00 )  は、スプライソソームの
U5 の重要な構成要素であり、Sk i - l i k e  RNA ヘリカーゼファミリーに属するタンパク質であ
る  (Ab sme ie r  e t  a l . ,  2 0 16 )。Brr2 は、U4 /U6  sn RNP の RNA 二本鎖を ATP 依存的に解くこ
とで、U4 と U6 を引き離す  (F igu re  1 -6 )。このプロセスは前述の通りスプライソソームの活
性化に必須である。Brr 2 はスプライシングの触媒ステップの後も強固にスプライソソームに
結合しており、スプライシングプロセス全体を通して重要な役割を担うことが示唆されてい
る  (Ab sme ier  e t  a l . ,  20 16 )。  
 
Fig ure  1 -6  Br r2  による U4 /U6  sn RNP の  u n wind in g  および U2 /U6 の形成  (Maed er,  C .  an d  
Gu th r i e ,  C . ,  Na t .  S t ru c t .  Mo l .  B io l .  2 00 8 ,  1 5 ,  4 26 –4 2 8 .  を参考に作図した )   
 
 Brr2 は 2 つのマルチドメインヘリカーゼカセットで構成され、N 末端側のカセットのみが
ATPase 活性と R NA を解く活性を有している。一方、不活性な C 末端側のカセットは
cofac to r 様の役割を担って、カセット間の l o n g  r ang e  co mmu n ica t io n により N 末端側カセッ
トの働きを助けたり、タンパク質 -タンパク質相互作用の足場として機能したりすると考えら
れている (San to s  e t  a l . ,  2 01 2 )。Brr2 の変異は、常染色体優性の網膜色素変性症を引き起こ
す  (Ledo ux  e t  a l . ,  2 01 6 ;  Zh ao  e t  a l . ,  20 0 9)。生物学的な重要性が高い選択的な Brr2 阻害剤
を見出せば、スプライシングのメカニズム解析や網膜色素変性症の原因究明において有用な
分子プローブとなる。    
 近年、様々な癌種にまたがるゲノム研究により、癌細胞におけるスプライシング因子の変





唆されている  (Ag rawa l  e t  a l . ,  20 1 8 ;  Dv in g e  e t  a l . ,  2 01 6)。言いかえれば、スプライシング
異常を持った癌細胞は、他のスプラシング因子の阻害剤やモジュレーターにより合成致死   
(Ch an  e t  a l . ,  20 11 )  を引き起こし得る。つまり、Brr2 阻害剤はスプライシング変異を有する
癌種に対して合成致死を誘導する薬剤となる可能性がある  (Ag rawa l  e t  a l . ,  20 1 8 ;  Dv in g e  e t  
a l . ,  20 1 6)。  
 また、最近、造血幹細胞の移植によりハイリスク急性骨髄性白血病  (AML)  を克服した患者
の B 細胞から、AML 細胞上の抗原に特異的に結合する抗体が見出された。この抗体は、
AML 細胞表面の U5 -B rr2  複合体を抗原として特異的に結合し、非常に興味深いことに、
AML 細胞のみを選択的に殺すことが i n  v i t r o およびマウスを用いた i n  v iv o の実験で明らか
にされた  (G i l l i s sen  e t  a l . ,  20 18 )。通常の細胞では、U5 -Brr2 はスプライソソームの構成成
分として細胞内に発現するが、AML 患者の白血病細胞では細胞膜上に暴露して発現しており、
抗体が結合すると細胞膜恒常性が破壊され細胞死に至る。細胞死を誘導するメカニズムは完
全には解明されていないが、Brr2 阻害剤は、AML 細胞表面上に露出した U5 -Brr2 複合体を
ターゲッティングするのに利用できる可能性がある。例えば、Brr2 阻害剤と  CD3 抗体の







1 .2 .4  e IF4 A3 の NMD における役割と阻害剤の利用価値  
 転写の誤りや合成後に受ける損傷によって変異mRNAや壊れたm R NAが出現することがあ
る。これら欠陥のあるmRNAは、細胞に悪影響を与える不完全なタンパク質や誤ったタンパ
ク質をつくる危険性がある。このような事態を避けるため、欠陥mR NA を認識して分解する
mRNAの品質管理機構がいくつか備わっている  (Sho emak er  e t  a l . ,  2 01 2 )。  
 最 も 良 く 研 究 さ れ て い るm R NAの 品 質 管 理 機 構 は 、 ナ ン セ ン ス 変 異 依 存mRN A分 解  
(n o n sen se  med ia t ed  mRNA d ecay  (NMD))  と呼ばれる。本来の終止コドンよりも上流にナン
センス  (終止 )  コドン  (UAA,UAG,UGA)  が認識されると、この機構が働き、変異m RNAは速
やかに分解される  (F ig u re  1 -7 )。  
  
Fig ure  1 -7  ナンセンス変異依存 m RNA 分解  ( n on sen se  med ia t ed  mRN A d ecay  (NMD) )  (細
胞の分子生物学  第六版 ,  p 3 53 の図および  Ry u  I .  e t  a l .  Cel l  Rep .  2 01 9 ,  26 ,  2 1 26 – 21 39 .e9 を














識されて、この変異mR NAの分解の引き金が引かれる。  
Eu k ary o t i c  in i t i a t io n  f ac tor  4 A3  ( e IF4 A3)  は、Asp -Glu -Ala -Asp (DEAD) という保存さ
れたモチーフをもつ D E AD -b o x  RNA ヘリカーゼファミリーに属するタンパク質である  
( Jank o wsk y  e t  a l . ,  2 0 11 ;  Ja rmo sk a i t e  e t  a l . ,  20 1 4 ;  L ind e r  e t  a l . ,  20 11 ;  Tan n e r  e t  a l . ,  
20 01 )。DEAD -b ox タンパク質は、一般的に多タンパク複合体の一部として機能し、RNA 代
謝、特に RNA スプライシング、輸送、翻訳、および分解に関与する  (Ro cak e t  a l . ,  2 00 4 )。
DEAD -bo x タンパク質は、RN A に依存した ATPase 活性を有しており、その ATPase サイク
ル  ( e . g .  ATP の結合、加水分解、生成物リリース )  は、DEAD -bo x タンパク質の R NA に対す
る親和性を変化させる  ( Ja rmo sk a i t e  e t  a l . ,  2 01 4)。この親和性変化は、短鎖の RNA 二本鎖
を解いたり、複雑で構造化された RNA の再配列を促進したり、RN A タンパク複合体の再構
築を行ったり、RNA 上に長寿命で高度に安定化された複合体  (RNA クランプ )  を形成したり
するうえで有効に働くと考えられている。  
 e IF4 A3 は、類縁タンパク質の e IF4 A1 や e IF 4 A2 と異なり、その名前から連想される翻訳
の開始には関与しない。 e IF4 A3 は、成熟 mR NA のエキソン -エキソン接合部に結合するタン
パク質複合体  (EJC)  の中核を担うタンパク質であり  (F igu re1 -7 )、ATP 依存的な R NA クラン
プとして働き、他の EJ C 構成要素 Mag o h ,  Y14  や  MLN51 といったタンパク質をリクルート
するための核の役割を担うことが報告されている  (L ind e r  e t  a l . ,  2 0 11 ;  Sau l i è r e  e t  a l . ,  
20 12 )。EJ C は、m RN A のスプライシング、輸送、翻訳、およびナンセンス変異依存 m RN A
分解機構  (NMD)  (Bak e r  e t  a l . ,  20 04 )  に関与することが知られている  (Fe r r a iu o lo  e t  a l . ,  
20 04 ;  Le  Hi r  e t  a l . ,  2 0 08 ;  Mich e l l e  e t  a l . ,  20 12 ;  Pa lac io s  e t  a l . ,  2 0 0 4 ;  Reed  e t  a l . ,  2 0 02 ;  
Sh ibu y a  e t  a l . ,  20 04 ;  Wang  e t  a l . ,  2 01 4 )。これらの EJ C の役割の中でも、最も良く研究され
ているのは先に述べた NMD であり、 s iR NA を用いて E JC のコアタンパク質である e IF4 A3




Pa lac io s  e t  a l . ,  20 04 ;  S h ib u y a  e t  a l . ,  20 0 4)。  
 e IF4 A3 を直接的かつ選択的に阻害して N M D を抑制する化合物は、これまで報告されてい
ないが、いくつかの N MD 阻害剤は報告されている  (Bhu v an ag i r i  e t  a l . ,  20 1 4 ;  Dang  e t  a l . ,  
20 09 ;  Du rand  e t  a l . ,  2 0 07 ;  Fen g  e t  a l . ,  2 01 5 ;  Hug  e t  a l . ,  20 16 ;  Ku ro sak i  e t  a l . ,  2 01 6 )。こ
れらの化合物は直接的な標的が不明瞭であり、化合物の標的への直接結合の確認や選択性に
関するデータが十分に示されていないことが指摘される  (例 .  Up f タンパク質とその脱リン酸
化を担う SMG5 との相互作用を阻害する化合物、EJ C のコアタンパク質である e IF4 A3 と何
らかの相互作用をし、ATPase 活性を向上させる化合物、NMD に必要な因子の転写を抑制す
る化合物など )。  
 e IF4 A3 を選択的に阻害することにより N M D の抑制作用を示す化合物を見出すことができ
れば、R NA 代謝における EJ C の機能や N MD のプロセスを理解する上で強力なツールとなる
と考えられる。いくつかの研究グループは、NMD 阻害剤が遺伝性疾患  (Kee l ing  e t  a l . ,  
20 11 ;  Mar t in  e t  a l . ,  20 14 )  や癌の治療  (Pas to r  e t  a l . ,  2 0 10 ;  Po p p  e t  a l . ,  2 0 15 )  に利用できる
可能性を示唆していることから、e IF4 A3 は遺伝病や癌の創薬標的としても魅力的なターゲッ
トである。  
 
1 .3 本研究の意義および得られた成果の概要              
  筆者は、生物学的な研究価値が極めて高い RN A 代謝に関与する三つのターゲットに対する
低分子プローブの探索を行った。  具体的には、  ( 1 )  RNA ポリメラーゼ  I I の C 末端ドメイン
のリン酸化酵素 CDK1 2、 (2 )  スプライシングの制御において重要な役割を担っている RNA
ヘリカーゼ Brr2  および  ( 3 )  ナンセンス変異依存 mRN A 分解機構  (NMD) の制御の鍵となる
RNA ヘリカーゼ e IF4 A 3 を標的とした化合物の探索を行い、それぞれのターゲットに対する
選択的阻害剤を見出した。これら化合物は、それぞれのタンパク質の機能解析に加え、RN A
代謝の要となるステップ、転写、RNA プロセッシング、NM D の詳細なメカニズムを解明す
るための強力な低分子プローブ  (Cen c ic  e t  a l . ,  2 02 0 ;  Maz lo o mian  e t  a l . ,  20 19 )、  もしくは
さらに優れた低分子プローブ創出のための基盤となる。加えて、いずれの化合物も抗癌剤や
遺伝病の治療薬としてのポテンシャルを有しており、創薬研究における優れたリード化合物
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第二章  選択的CDK1 2阻害剤、3 -ベンジル -1 - ( t rans -4 - ( (5 -シアノピリジン -2 -イル )アミノ )
シクロヘキシル ) -1 -アリルウレア誘導体の発見  
2 .1 化合物探索戦略、化合物発見までの過程および生物活性の評価                                                           
 CDK1 2 の癌治療薬標的としてのターゲットバリデーションを目的とし、低分子プローブと
して利用可能な選択的 C DK1 2 阻害剤の創出に取り組んだ *。          
 ハイスループットスクリーニングにより見出されたヒット化合物 1 を基点として構造最適
化を行い、強力な CDK 12 活性および優れた選択性を示す化合物 2 を見出すことに成功した    
(F igu re  2 -1 および Fig ure  2 -2)。本化合物は、SK -BR -3 細胞における CTD -Ser2 のリン酸化
を抑制し、加えて同細胞の増殖阻害作用を示した。以下その化合物探索のプロセス、および
生物活性評価に関して詳述する。  
  筆者の研究開始当時、選択的低分子CDK1 2阻害剤の論文報告は無かったが、その後複数の
グループから筆者の見出した化合物とは構造的に異なる3や4に代表されるC DK1 2阻害剤が報
告された  (F ig u re  2 -2 ,  J oh ann es  e t  a l . ,  2 01 7 ;  Qu ered a  e t  a l . ,  2 01 9 ;  Zh ang e t  a l . ,  2 0 16 )。  
 
 











Fig ure  2 -2 .  本研究で見出した選択的 C DK1 2 阻害剤  2  および他グループが見出した CDK1 2  
阻害剤の化学構造  
  筆者が勤務する武田薬品工業の社内化合物ライブラリーのハイスループットスクリーニ
ングにより、CD K1 2 に対して 1 0 - 7 M オーダーの活性を示す化合物 1 をヒット化合物として
見出した。化合物 1 は、転写制御に関与する C DK のサブタイプ  (CD K  7 ,  8 *および 9 )  に対し
てある程度の選択性を示したが、他のサブタイプである CDK2 に対して強い活性を示すこと
が判明した  (F ig u re  2 -1 )  * *。CDK2 は細胞周期に関与するため  (L im  e t  a l . ,  2 0 13 )、これらの
ケミカルシリーズを C D K1 2 の分子プローブとして利用するためには、化学構造の最適化によ







*CDK8 は、転写活性化因子から RNA ポリメラーゼ  I I へのシグナル伝達を仲介するメディ
エーター複合体の構成因子として、もしくは様々な転写因子のリン酸化を通じて転写の制
御に関与している  (Ph i l i p  e t  a l . ,  2 01 8 )。  
* *CDK1 2、13 または CDK9 に対する i n  v i t r o 酵素活性の測定は時間分解蛍光法  (TR -
FRET)  を用いて行った。ATP 存在下、ペプチド基質  (ULig h t -4E -BP1  (Th r3 7 /Th r46 ) )  に
対する酵素のリン酸化を Eu で標識した抗 e I F4 E -b ind in g  pro te in  1  (Th r3 7 /46 )  抗体で検
出し、化合物によるリン酸化の阻害を評価した。試験化合物の酵素活性阻害率を IC 5 0 値と
して算出した。  
 試験化合物の C DK7 および CD K8 に対する i n  v i t ro 結合阻害活性は TR -FRET 法を用い
たアッセイで評価した。蛍光ラベルした ATP 拮抗阻害剤  (K in ase  t r ace r  23 6 )  をプローブ
として用い、試験化合物によるプローブの置換の結果として起こる FRET シグナルの変化
を検出し、結果を IC 5 0 値として示した。  
 CDK2 の i n  v i t r o 酵素活性は His to n e  H1 基質および放射性ラベル化された [ γ -3 3 P]  ATP
を用いて測定した。化合物添加時のリン酸化酵素による基質のリン酸化の阻害を検出し、




 まず筆者は、化合物 1 がキナーゼの h ing e  領域に結合する阻害剤によく見られるアミノピ
リジル基を部分構造として含むことに着目した  (Hu ang  e t  a l . ,  20 1 4 ;  Ko ch  e t  a l . ,  2 0 10 ;  
Osb orn e  e t  a l . ,  2 01 6 )。化合物  1  のアミノニコチノニトリル部位が CDK1 2 の h in ge  領域に
結合すると仮定し、この部分の構造変換に着手した。このアミノニコチノニトリル部位がキ
ナーゼの h in g e  領域に結合するなら、特にピリジル基の窒素原子とアミノ基の NH はタンパ
クとの水素結合形成に必須と予想された。Tab le  2 -1 に示した様に、ベンゾニトリル誘導体  5
や N -メチル体  6  が大幅な活性の減弱を示したことは、アミノピリジル基が h in g e 部分に結合
するという仮説を支持する結果である。次に、シアノ基の必要性を確認するために、シアノ
基の置換位置が異なる化合物 7，  8  やシアノ基を水素原子に置き換えた化合物  9  を合成し評
価した。いずれの化合物も大幅な活性の減弱を示したことから、化合物 1 のピリジン環 3 位
シアノ基が活性発現に必須であると確認できた。シアノ基を他の置換基で代替できるか確認
するために、メトキシ基  (1 0 )  やトリフルオロメチル基  (11 )  に変換したところ、1 0 では活性
が大幅に減弱し、11 では活性が保持された。この結果から化合物 1 のピリジン環 3 位に該当
する部位には電子求引性基が好まれることが示唆された。なお、これらのアミノニコチノニ
トリル部位の変換では、当初目指した CDK2 に対する活性減弱は達成できなかったことから、
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 選択性改善の鍵となる部分構造を明らかにするため、化合物 1 と CDK1 2 および CDK2 の
ドッキングモデルを構築した。ドッキングモデルの構築は、既知の C DK1 2 (PDB:  4 CXA)  お
よび C DK2  ( PDB :  2 FVD )  の結晶構造を鋳型とし、Sch röd in g er  sof twa re  su i t e  の Gl id e を用
いて行った。アミノピリジル基が h in g e 領域と結合していることが構造活性相関から示唆され
たので、これに合致するモデルを選択した  (F i gu re  2 -3 )。ドッキングモデルの比較から、化
合物 1 のスルホニル部分の一方の酸素原子が C DK2 の Ly s  8 9 と水素結合を形成し得ることが
示唆された  (F ig u re  2 -3  左 )。一方で、CD K1 2 では、C DK2 の Ly s8 9 に対応するアミノ酸は
Gly8 2 2 で置き換えられているため、この様な相互作用は起こり得ないと予想された  (F ig ure  
2 -3  右 )。したがって、1 のスルホンアミド部分の構造変換により、CD K2 の Ly s89 との相互





Fig ure  2 -3 .  化合物 1 と CDK2  (左 )  および C DK1 2 (右 )  のドッキングモデル .  ドッキングモ
デルの作成は、既知の C DK1 2  (PDB:  4 CXA)  および C DK2  ( PDB:  2 FVD)  の結晶構造を鋳型
とし、Sch rö d in g e r  so f tware  su i t e  の Gl id e を用いて行った  (詳細は実験項を参照 )。  ドッキン
グモデルから、化合物 1 のスルホンアミド部分は CDK2 の Ly s8 9 の側鎖と相互作用し得るこ






 化合物 1 のスルホンアミドのスルホニル部分を単純にカルボニル (1 2 )  やメチレン (1 3 )で置
き換えると、大幅な活性減弱が見られた  (Tab le  2 -2 )。スルホンアミド基は、Newman 投影式
において窒素原子の非共有電子対が O= S=O の角度を二等分する配座  (F ig ure  2 -4  左 )  をとる
強い傾向があることが知られているため  (Bra me ld  e t  a l . ,  2 00 8 ;  H i lp e r t  e t  a l . ,  2 01 3 )、化合
物 1 のビアリール基はピペリジン環平面に対して垂直方向を向いていると考えられた。この
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Fig ure  2 -4 .（左図）スルホンアミドが一般的に優先する配座  (Brame ld  e t  a l . ,  2 00 8 ;  H i lp er t  
e t  a l . ,  20 13 )  の Newman 投影式 .（右図）化合物 1 の単結晶 X 線結晶構造  (CCD C 1 83 5 99 2 ) .  
 
 スルホンアミドを代替し得る新たな部分構造を探索するために、低分子単結晶 X 線構造の
巨大データベースである Camb r id ge  s t ru c tu r a l  d a tab ase  (CSD)  に含まれる大量の化合物の配
座を参考にした  (Brame ld  e t  a l . ,  2 00 8 ;  Sch ä r f e r  e t  a l . ,  20 1 3 )。CS D に含まれる化合物の配
座を調査したところ *、シクロヘキシル基を有する第三級アミドおよび第三級スルホンアミド
がピペリジンスルホンアミドと類似の配座、すなわちアミノ基上の置換基がシクロヘキシル
基の平面に対して垂直な方向を向く配座をとる可能性が示唆された  (F igu re  2 -5)。このよう
な配座が優先されるのは、第三級アミドの場合、シクロへキシル基がアミドの二重結合性に




これらの化合物の登録総数は少なく、結論を導くには十分でない。そこで、筆者の Fig u re  2 -
6 に示したデザインの妥当性を実験的に検証することとした。  
 
*CSD v e r .  5 .3 8  を 用 い た 。 条 件 :  R  f ac to r  ≦  0 .1 ,  n o t  d i sord e red ,  n o  e r ro r s ,  no t  
po ly mer ic ,  no  ion s ,  no  po wd er  s t r u c tu r e s ,  an d  o n ly  o rg an ic s . 参 考 :  Camb r idg e  






Fig ure  2 -5 .  Cambr id g e  S t ru c tu r a l  Da tab ase に登録されているシクロヘキシルアミノ基を有
する第三級アミドおよび第三級スルホンアミドの代表例  (NADFI I  (CCD C2 2 17 93 ) ,  RIMPO S  
(CCDC1 2 5 0 13 1) ,  CI PXOP (C CD C6 72 8 15 ) ,  RU GQEQ (C CD C7 58 3 12 ) ,  ITEJOI  
(CCDC1 4 9 4 73 3) ,  OTEPEK (C CDC1 4 8 36 8 7) .  
 
 
Fig ure  2 -6 .  Cambr id g e  S t ru c tu r a l  Da tab ase に含まれる化合物の配座を参考にしたスルホン




 具体的には、Tab le  2 - 3 に示した化合物  14 ,  1 5  および 1 6 をデザインして合成した。このよ
うな変換はメディシナルケミストリーにおいて一般的な構造変換ではないが、推察通り t ra n s
異性体 1 4，16  は化合物 1  と同等の活性を示した。対照的に、 c i s  異性体 15 は活性の減弱を
示し、 t ra n s 異性体に一般的に見られるジエクアトリアル配向が、置換基が適切な方向に向く
ために必要であることを示唆している  (実験の部、  F ig ure  2 -22 ,  化合物 15 の X 線結晶構造
参照 )。  
 興味深いことに、化合物 1 4  および 1 6 の C DK2 に対する CD K1 2 選択性は 1 の選択性より
も優れていた。特に、第三級アミド 1 4 の CDK2 に対する CDK1 2 選択性は 3 倍であった。一
方で第三級スルホンアミド 16 は依然として C DK2 に対して CDK1 2 よりも 3 倍強い活性を示
した。これは、 16 のメチルスルホニル基が化合物１のスルホンアミドと同様に CD K2 の
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化合物 1 ,  14 ,  および  1 6 の単結晶 X 線構造の重ね合わせを Fig u re  2 -7 に示した。同等の
CDK1 2 阻害活性を示した 1 ,  14 ,  および  1 6 は、結晶状態において類似の配座をとっている。
対照的に活性の弱いアミド誘導体 1 2 は、アミド上の置換基がピペリジン環の平面に対して垂
直方向を向く配座をとらない。 t ra n s -シクロヘキシルアミン誘導体  1 7  は、1 4  ，1 6 と異なり、
活性減弱を示したことから、14  および  1 6 のアセチル基やメチルスルホニル基は化合物が強
い活性を示すために必要と考えられる  (Tab le  2 -3 )。  
 
 
Fig ure  2 -7 .  化合物の単結晶 X 線構造の重ね合わせ .  左図：同等の活性を示した化合物 1  (青
色 ,  CCDC 1 8 35 9 92 ) ,  1 4  (緑色 ,  CCD C 18 3 59 9 4) ,  および  16  (赤色 ,  CCDC 1 8 35 99 5 )  の重ね
合わせ .  右図：活性の弱かった化合物 1 2  (琥珀色 ,  CCD C 1 83 5 99 3 )  と化合物 1  (青色 )  の重ね












 14 の類縁体である化合物 1 8 *と CDK1 2 の共結晶構造は、筆者が活性発現に必要と予想す
る配座で化合物が CDK 12 に結合することを支持した  (F ig u re  2 -8)。この共結晶構造および前
述の化合物 1 4 の単結晶 X 線構造  (実験の部  F ig ure  2 -17 )  を詳しく比較したところ、シクロ
ヘキサン環の平面に対してアミドの置換基が垂直方向を向いている点だけでなく、アセチル
基のカルボニルがシクロヘキシル基側を向いている点も共通していることが分かった。これ
は、シクロヘキサン環との立体反発によってベンゼン環がねじれ、ベンゼン環上の  π  電子と
カルボニル酸素の非共有電子対との電子的反発が生じ、アセチル基のカルボニルがフェニル
基と逆の方向  (シクロヘキシル基側 )  を向く配座を好むためと考えられる  (Sa i to  e t  a l . ,  1 9 95 )。




 Fig ure  2 -8 .  化合物 1 8  と CDK1 2 /Cy c l in  K  の共結晶の X 線構造  (PDB:6 CKX,  2 .7 5 Å) .  化合
物  18  は CDK1 2 の A TP 結合サイトを占有しており、アミノキナゾリン基が h in g e 領域の
Met81 6 の主鎖と相互作用している。化合物  1 8  の中央部分のアセチル基の酸素原子は
Asp 81 9 の主鎖と水素結合可能距離にあり、末端のピラゾール基は溶媒側に伸びている。  
 
*何年にも渡る結晶化の試みの末、得られた共結晶構造は 1 8 と C DK 12 のもののみであっ
た。化合物  1 8  は、強力な CDK1 2  阻害活性を示す化合物であるが  (CDK1 2  IC 5 0  =  1 3  






 より選択性の優れた誘導体を見出すため、化合物 1 4 をもとに、さらなる誘導化を行った。
具体的には、1 4 のアセチル基を様々な置換基で置き換えた。代表例を Tab le  2 -4 に示す。メ
チルカルバメート 1 9 およびエチルウレア 2 0 は、 1 4 と同等の C D K12 阻害活性を示し、
CDK2 に対する CDK1 2 選択性に若干の改善が認められた。フェニルプロパンアミド 2 1 やベ
ンジルカルバメート 2 2 のような嵩高い置換基も 1 9 や 2 0 と同様の結果であった。対照的に、
ベンジルウレア 2 3 の C DK2 に対する CDK1 2 選択性は 8 0 0 倍以上であった。  
 




IC 5 0  (M)
a  
CDK2 




0 .20  
(0 .16–0.27)  
1 .6   




 (0 .36–0.60) 
4 .8   





2 .9   
(2 .5–3.4)  
22 
 
0 .64  
(0 .38–1.1)  
2 .5   

















 この劇的な選択性改善の理由を考察するために、化合物 2 3 と CD K1 2 のドッキングモデル
と既知の CDK2 の結晶構造の重ね合わせを行った (F ig ure  2 -9 )。ドッキングモデルは、化合
物 1 8  と C DK1 2 の共結晶構造  (PDB:6 CKX)  を鋳型とし、 Sch rö d in g er  so f tware  su i t e  の
Gl id e を用いて作成し、得られたモデルを CDK 2 の結晶構造  ( 2 FVD)  と重ね合わせた。これ
により、2 3 のベンジル基と CDK2 の Ly s7 2 の立体反発が選択性発現の要因であることが示唆
された。 
  
Fig ure  2 -9 .  化合物  2 3 と CDK1 2 のドッキングモデル  (リガンド :  白色 ,  タンパク質 :  緑色 )  お
よび既知の CDK2 の結晶構造  ( 2 FVD (Ch u e t  a l . ,  2 0 06 ) ,  リガンド :  除外した ,  タンパク質 :  
青緑色 )  の重ね合わせ .  CDK2  の Ly s72  をハイライトした。ドッキングモデルは、化合物 1 8  
と CDK1 2 の共結晶の X 線構造  (PDB:6 CK X)  を鋳型とし、Sch röd in g er  sof tware  su i t e  の




 化合物 2 3 ,  2 1 および  2 2 は、2 次元構造上は類似しているものの、明らかな選択性の違いを
示した  (Tab le  2 -4)。筆者は、この選択性の差は 3 次元構造の配座の優先傾向の違いによるも
のであると推測した。3 つの化合物の単結晶 X 線構造の重ね合わせを行ったところ  (F ig u re  
2 -1 0)、ウレア誘導体 2 3 のみがベンジル基の部分が折れ曲がった配座をとっており、この折
れ曲がった配座が CDK 2 の Ly s72 との立体反発を生み出すために必要であると考えられた  





Fig ure  2 -1 0 .  リガンド  21  (赤紫色 ,  C CDC 1 8 3 59 96 ) ,  2 2  (青緑色 ,  CC DC 1 83 59 9 7) ,  および  
23  (緑色 ,  CCD C 1 83 59 98 )  の単結晶 X 線構造の重ね合わせ .  
 この傾向は、CSD に含まれる化合物全体の配座の優先傾向からも確認された  (F ig u re  2 -1 1)。
すなわち、“ C(O) -NH-C -C”の部分構造  (F ig u re  2 - 1 1  左 )  のみが折れ曲がった配座をとる傾向
があり、他の“C(O) -C- C-C”  (F ig u re  2 -1 1  中央 ) や“C(O) -O-C-C”  ( F ig ure  2 -1 1  右 )  は、伸
びた配座をとる強い傾向が認められた。この“ C(O) -NH-C-C”部分が折れ曲がった配座を優先
するのは、 -C(O) -NH-  部分の二重結合性に由来する擬アリル歪み  (Brame ld  e t  a l . ,  2 00 8 )  の
影響を受けるためと考えられる。  
Fig ure  2 -1 1 .  それぞれの部分構造に関する Ca mb r idg e  S t ru c tu r a l  Da tabase に収載されてい
る化合物のねじれ角のヒストグラム .  x -軸は、ハイライトした結合のねじれ角の範囲  (5°刻
み )  を示し、y -軸は、そのねじれ角の範囲に入る部分構造の数を表す。部分構造の検索式は、
ヒストグラムの上に描画した通りである。 (より正確な予想をするためにハイライトした結合
の周りに環状構造を持つ化合物は除外してある。 )  “C(O) -NH-C-C”のヒストグラムは左、





  シクロヘキシルメチル誘導体 2 4 は、2 3 と同等の活性と選択性を示した  (Tab le  2 -5 )。この
結果は 2 3 のベンジル基の芳香族性や平面性は重要ではなく、嵩高さが CDK2 の活性を弱め
るために必要であることを示唆しており、これは上述した C DK1 2  選択性に関する議論とも
一致している  (F igu re  2 -9 )。また、1 4 の c i s 異性体である化合物 1 5 の結果と同様、2 3 の c i s
異性体 2 5 も 3 0  µM まで化合物濃度を上げても CDK1 2 阻害活性を示さなかった。  
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   a n  =  2 ,  95 % co n f id ence  in t e rv a l s  sh o wn  in  p a r en th eses .  b NT =  no t  t e s t ed .  
 最後に、活性と選択性を保持しながら溶解度などの物性プロファイルを調節するために 23
の末端のピラゾール基の変換を行った。化合物 23 のピラゾール基は溶媒側に露出しているこ
とが予想されるにもかかわらず  (F ig u res  2 -8  および 2 -9 )、末端のピラゾール基を除去すると
活性の大幅な減弱が見られた  (Tab le  2 -6、化合物  2 6 )。3 -ピリジル誘導体 2 7 は、2 3 と同程度
の活性、選択性、溶解度を示した。また、この結果は末端のヘテロ環が活性に必要であるこ




ル基や 2 7 のピリジル基が CD K1 2 の溶媒側に暴露した残基と水を介した相互作用をしている
可能性、2 つ目は  ピラゾール基やピリジル基が CD K1 2 の C- te rmin a l  k inase  ex ten s ion  
(Dixo n-Cla rk e  e t  a l . ,  2 01 5 )  と相互作用している可能性である。Fig u re  2 -8 に示した C DK1 2
の結晶構造  (PDB :  6 CKX ) では、C- te rmina l  k in ase  ex ten s io n は d i so rd er しているため定義
されていない。Fig u re  2 -1 2 に、既知の C- te rmin a l  k in ase  ex ten s io n が定義された結晶構造  
(PDB:4 NST )  との重ね合わせを示した。  






IC 5 0  (M)
a  
CDK2 
IC 5 0  
(M)a  
CDK9 
IC 5 0  
(M)a  
Solubi l i ty  







at  pH 
7.4 
(nm/s) c  
26 H 
0.75  
(0 .36–1.6)  
56  
(33–96) 
>30 4.0 3.3 NTd  
27 
 
0 .059  
(0 .014–0.25) 





 (0 .032–0.12) 
>100 >30 0.33 2.8 288 
a  n  =  2 ,  9 5 % co n f id en ce  in t e rv a l s  sh o wn in  p a r en th eses .  b l og D a t  p H7.4  = o c tan o l– water  
p ar t i t i o n  co ef f i c i en t  a t  p H7 .4 ,  wh ich  i s  a n  in d ica tor  o f  hy d ro ph o b ic i ty .  c PAMPA a t  p H 7 .4  
=  p e rmeab i l i t y  o f  co mpo un d  a t  p H7 .4  measu red  by  PAMPA (p a ra l l e l  a r t i f i c i a l  memb ran e  





Fig ure  2 -1 2 .  共結晶構造の重ね合わせ  (PDB: 4 NST,  リガンド :  ADP,  オレンジ色 ;  PD B:  
6 CKX,  リガンド :  化合物  1 8 ,  青緑色 ) .  既知の CDK1 2 と ADP の共結晶構造  (PDB:4 NST )  で
は CDK1 2 の C- te rmin a l  ex ten s ion が ATP 結合サイトに結合した核酸を包み込む形で構造が
定義されているのに対し、化合物 1 8  と CDK1 2 の共結晶構造  (PDB:6 CKX )  では C- te rmin a l  
ex ten s io n は d i so rd e r しており定義されていない。C- te rmin a l  ex ten s ion が占有し得る領域に
は、化合物 1 8  のフェニルピラゾール基が溶媒側に向けて伸びている。  
 
 さらに溶解度を改善するために、親水性の高い 1 -メチル -2 -ピリドン環を末端の環として用
いた  (Tab le  2 -7 ,  化合物 2 ,  28 ,  2 9 および 3 0 )。これらの誘導体の中で化合物 2 および 3 0 が、
10 - 8  M オーダーの CD K1 2 阻害活性を保持していた。これら 2 化合物は、いずれも良好な膜
透過性を示したが、水溶性に関しては化合物 2 が特に優れていた。化合物 2 と化合物 3 0 は、
同じ 1 -メチル -2 -ピリドン環を有し、同等の l o g D 値を示すにも関わらず、1 -メチル -2 -ピリド
ン環の置換位置の違いによって大きく溶解性が異なっていた。4 つの異性体 2 ,  28 ,  2 9 および
30 の構造と溶解性を比較すると、1 -メチル -2 -ピリドン環のカルボニル炭素がベンゼン環の置
換している炭素から数えて 3 番目に位置する 29 と 30 は溶解性が低く、それ以外の化合物 2
と 28 では溶解性が高い。このことから、2 9 および 3 0 は他の異性体よりも分子間水素結合を
形成しやすい位置にカルボニル基を有するため、凝集しやすく溶解性が低いと推測している。
化合物 2 は、CDK9 に対する CDK1 2 選択性に関しては最も優れた化合物ではなかったが  (2 3 ,  
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a n  =  2 ,  95 % con f id en ce  in t e rv a l s  sh o wn in  p a r en th eses .  b lo g D a t  p H7 .4  = o c tan o l– wate r  
p ar t i t i o n  co e f f i c i en t  a t  p H7 .4 .  c PAMPA a t  p H 7 .4  =  p ermeab i l i t y  o f  comp ou nd  a t  p H7 .4  





転写制御 CDK および C DK2 に対する選択性を Tab le  2 -8 にまとめた。化合物 2 は、マルチ
キナーゼ阻害薬として知られるスタウロスポリンと比較して  (Karaman  e t  a l . ,  2 00 8 )、転写
制御 CDK  として知られる CDK7 ,  8 ,  9 および細胞周期に関与する CDK2 に対する高い
CDK1 2 選択性を示した。また、化合物 2 は、CDK1 2 のホモログである CDK1 3 に対しても
強い阻害活性を示すことが判明した。これは、キナーゼドメインの相同性が 9 2 %と非常に高
いことから考えても理にかなった結果である。対照的に、化合物 2 5 は CD K1 3 を含むいずれ
の転写制御 CDK も阻害しなかった。したがって、2 5 はネガティブコントロールとして有用
な化合物といえる。  
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a  n  =  2 ,  con f id en ce  in t e rv a l s  sh o wn  in  p ar en th eses .  b Refe ren ce  d a ta  o f  Reac t io n  Bio log y  
Co rp . ,  h t tp : / /www. reac t ion b io lo g y . co m/webap p s / s i t e /Kin ase PDFs / CDK 2 - cy c l in %20 A.pd f ,  
s im i l a r  p ro toco l  bu t  d i f f e r en t  co n cen t r a t io n  o f  su b s t r a t e ,  ATP  (10  μM) an d  h i s to n e  H1  (20  
μM) ( c f .  con cen t r a t io n  of  su b s t r a t e  f o r  co mp o un d  ev a lu a t ion  in  th i s  t h es i s ,  ATP  (5 0 0  n M) ,  






化合物 2 の広範なキナーゼに対する選択性に関しても調査を行った  (F ig ure  2 -13 )。計 4 4 1
のキナーゼアッセイのうち、わずか 3 種のキナーゼアッセイにおいて 1  M 化合物濃度で
≥8 0 %阻害を示した。これら 3 つのキナーゼアッセイに用いられている 3 種のキナーゼ  
(TAOK1,  DYRK2 および STK39 ) *  に関しては、スプライシングや RN A プロセッシングに関
係するという報告はない。したがって、これらキナーゼに対する阻害活性は、化合物 2 を
RNA 生物学の研究に用いるうえで障害にならないと考えている。  
 
*それぞれのキナーゼのプロファイルは  Na t io n a l  Cen ter  fo r  B io tech n o lo g y  In forma t io n 
(NCBI ) を用いて確認した。  TAOK (g ene  ID  5 75 5 1) ,  DYRK2  (g en e  ID:  8 44 5 ) ,  an d  









 Scientist: Date: SSBK-Z'-LYTE (Paisley UK)
Quality Assurance Review: Date:
Pass
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Project # Compound No.
1X Test Compound 






Kinase                  
Part# / Lot#
(nM) (μM) Point 1 Point 2 mean │Point 1 - Point 2│ Coumarin Fluorescein
SSBK9686_33453 2 1000 Km app ABL1 E255K 6 6 6 0 Pass Pass Pass 0.89 PV3864/34528
SSBK9686_33453 2 1000 Km app ABL1 G250E 6 4 5 2 Pass Pass Pass 0.90 PV3865/34529
SSBK9686_33453 2 1000 Km app ABL1 T315I 6 4 5 2 Pass Pass Pass 0.84 PV3866/39639
SSBK9686_33453 2 1000 Km app ABL1 Y253F 7 8 7 1 Pass Pass Pass 0.88 PV3863/34531
SSBK9686_33453 2 1000 Km app ABL1 0 8 4 8 Pass Pass Pass 0.77 P3049/1258786
SSBK9686_33453 2 1000 Km app ABL2 (Arg) 9 7 8 1 Pass Pass Pass 0.86 PV3266/850069
SSBK9686_33453 2 1000 Km app ACVR1B (ALK4) 0 0 0 1 Pass Pass Pass 0.88 PV4312/1412951
SSBK9686_33453 2 1000 Km app ADRBK1 (GRK2) 8 4 6 4 Pass Pass Pass 0.85 PV3361/1311413
SSBK9686_33453 2 1000 Km app ADRBK2 (GRK3) 13 9 11 4 Pass Pass Pass 0.91 PV3827/38897
SSBK9686_33453 2 1000 Km app AKT1 (PKB alpha) 6 9 7 3 Pass Pass Pass 0.85 P2999/1159806
SSBK9686_33453 2 1000 Km app AKT2 (PKB beta) -1 -2 -1 1 Pass Pass Pass 0.87 PV3184/28770
SSBK9686_33453 2 1000 Km app AKT3 (PKB gamma) -3 4 1 7 Pass Pass Pass 0.88 PV3185/28771
SSBK9686_33453 2 1000 Km app ALK -2 -2 -2 0 Pass Pass Pass 0.86 PV3867/1542512
SSBK9686_33453 2 1000 Km app AMPK A1/B1/G1 -4 -2 -3 2 Pass Pass Pass 0.84 PV4672/1128961
SSBK9686_33453 2 1000 Km app AMPK A2/B1/G1 6 -3 2 9 Pass Pass Pass 0.70 PV4674/1261361
SSBK9686_33453 2 1000 Km app AURKA (Aurora A) 8 10 9 2 Pass Pass Pass 0.68 PV3612/32155
SSBK9686_33453 2 1000 Km app AURKB (Aurora B) -4 5 0 8 Pass Pass Pass 0.90 PV6130/857013
SSBK9686_33453 2 1000 Km app AURKC (Aurora C) 0 -16 -8 16 Pass Pass Pass 0.74 PV3856/1078206
SSBK9686_33453 2 1000 Km app AXL -2 -1 -2 2 Pass Pass Pass 0.77 PV3971/1653016
SSBK9686_33453 2 1000 Km app BLK 13 10 12 4 Pass Pass Pass 0.74 PV3683/33635
SSBK9686_33453 2 1000 Km app BMX -4 -6 -5 2 Pass Pass Pass 0.78 PV3371/953336
SSBK9686_33453 2 1000 100 BRAF V599E 8 26 17 18 Pass Pass Pass 0.63 PV3849/910409
SSBK9686_33453 2 1000 100 BRAF 5 14 9 9 Pass Pass Pass 0.81 PV3848/1113215
SSBK9686_33453 2 1000 Km app BRSK1 (SAD1) -1 5 2 6 Pass Pass Pass 0.89 PV4333/36097
SSBK9686_33453 2 1000 Km app BTK 5 -11 -3 16 Pass Pass Pass 0.81 PV3363/1405298
SSBK9686_33453 2 1000 Km app CAMK1D (CaMKI delta) 1 17 9 16 Pass Pass Pass 0.82 PV3663/1635222
SSBK9686_33453 2 1000 Km app CAMK2A (CaMKII alpha) 5 -1 2 6 Pass Pass Pass 0.80 PV3142/28192
SSBK9686_33453 2 1000 Km app CAMK2B (CaMKII beta) 8 4 6 4 Pass Pass Pass 0.81 PV4205/35330
SSBK9686_33453 2 1000 Km app CAMK2D (CaMKII delta) -2 1 0 3 Pass Pass Pass 0.78 PV3373/31647
SSBK9686_33453 2 1000 Km app CAMK4 (CaMKIV) 3 -6 -1 10 Pass Pass Pass 0.68 PV3310/1103512
SSBK9686_33453 2 1000 Km app CDC42 BPA (MRCKA) -10 -27 -19 17 Pass Pass Pass 0.67 PV4398/1314130
SSBK9686_33453 2 1000 Km app CDC42 BPB (MRCKB) -2 -15 -9 13 Pass Pass Pass 0.78 PV4399/36845
SSBK9686_33453 2 1000 Km app CDK1/cyclin B 7 11 9 4 Pass Pass Pass 0.91 PV3292/1173406
SSBK9686_33453 2 1000 Km app CDK2/cyclin A 16 5 10 11 Pass Pass Pass 0.82 PV3267/1626124
SSBK9686_33453 2 1000 Km app CDK5/p25 4 9 6 5 Pass Pass Pass 0.91 PV4676/907645
SSBK9686_33453 2 1000 Km app CDK5/p35 7 -1 3 8 Pass Pass Pass 0.83 PV3000/25348
SSBK9686_33453 2 1000 Km app CHEK1 (CHK1) -2 -5 -4 3 Pass Pass Pass 0.70 P3040/28702
SSBK9686_33453 2 1000 Km app CHEK2 (CHK2) 4 -1 2 5 Pass Pass Pass 0.74 PV3367/1033750
SSBK9686_33453 2 1000 Km app CLK1 14 6 10 8 Pass Pass Pass 0.83 PV3315/1095729
SSBK9686_33453 2 1000 Km app CLK2 2 6 4 3 Pass Pass Pass 0.86 PV4201/873335
SSBK9686_33453 2 1000 Km app CLK3 2 0 1 1 Pass Pass Pass 0.92 PV3826/939820
SSBK9686_33453 2 1000 Km app CSF1R (FMS) -2 1 0 3 Pass Pass Pass 0.80 PV3249/1510605
SSBK9686_33453 2 1000 Km app CSK 7 5 6 3 Pass Pass Pass 0.90 P2927/1391666
SSBK9686_33453 2 1000 Km app CSNK1A1 (CK1 alpha 1) 12 12 12 0 Pass Pass Pass 0.91 PV3850/1659112
SSBK9686_33453 2 1000 Km app CSNK1D (CK1 delta) 5 7 6 2 Pass Pass Pass 0.85 PV3665/1462415
SSBK9686_33453 2 1000 Km app CSNK1E (CK1 epsilon) 17 15 16 1 Pass Pass Pass 0.85 PV3500/866725
SSBK9686_33453 2 1000 Km app CSNK1G1 (CK1 gamma 1) 48 38 43 9 Pass Pass Pass 0.72 PV3825/34360
SSBK9686_33453 2 1000 Km app CSNK1G2 (CK1 gamma 2) 31 29 30 2 Pass Pass Pass 0.83 PV3499/1120155
SSBK9686_33453 2 1000 Km app CSNK1G3 (CK1 gamma 3) 24 21 22 3 Pass Pass Pass 0.80 PV3838/1140848
SSBK9686_33453 2 1000 Km app CSNK2A1 (CK2 alpha 1) 1 7 4 6 Pass Pass Pass 0.81 PV3248/1370616
SSBK9686_33453 2 1000 Km app CSNK2A2 (CK2 alpha 2) 11 8 9 3 Pass Pass Pass 0.76 PV3624/32653
SSBK9686_33453 2 1000 Km app DAPK3 (ZIPK) -7 -14 -10 7 Pass Pass Pass 0.79 PV3686/1412851
SSBK9686_33453 2 1000 Km app DCAMKL2 (DCK2) 15 4 10 12 Pass Pass Pass 0.82 PV4297/869931
SSBK9686_33453 2 1000 Km app DNA-PK 10 10 10 0 Pass Pass Pass 0.79 PV5864/1616581
SSBK9686_33453 2 1000 Km app DYRK1A 2 3 2 1 Pass Pass Pass 0.89 PV3785/683159
SSBK9686_33453 2 1000 Km app DYRK1B 0 -1 0 1 Pass Pass Pass 0.82 PV4649/877059
SSBK9686_33453 2 1000 Km app DYRK3 18 15 16 3 Pass Pass Pass 0.88 PV3837/290370
SSBK9686_33453 2 1000 Km app DYRK4 4 1 2 3 Pass Pass Pass 0.88 PV3871/37361
SSBK9686_33453 2 1000 Km app EEF2K 6 4 5 2 Pass Pass Pass 0.84 PV4559/1131825
SSBK9686_33453 2 1000 Km app EGFR (ErbB1) L858R 1 -4 -2 5 Pass Pass Pass 0.87 PV4128/853375
SSBK9686_33453 2 1000 Km app EGFR (ErbB1) L861Q -8 -9 -9 1 Pass Pass Pass 0.68 PV3873/34562
SSBK9686_33453 2 1000 Km app EGFR (ErbB1) T790M L858R 1 7 4 6 Pass Pass Pass 0.90 PV4879/1189155
SSBK9686_33453 2 1000 Km app EGFR (ErbB1) T790M -4 2 -1 6 Pass Pass Pass 0.52 PV4803/1229180
SSBK9686_33453 2 1000 Km app EGFR (ErbB1) 4 3 3 1 Pass Pass Pass 0.79 PV3872/1255536
SSBK9686_33453 2 1000 Km app EPHA1 6 4 5 1 Pass Pass Pass 0.76 PV3841/1443779
SSBK9686_33453 2 1000 Km app EPHA2 5 9 7 4 Pass Pass Pass 0.90 PV3688/1144599
SSBK9686_33453 2 1000 Km app EPHA4 2 3 3 0 Pass Pass Pass 0.86 PV3651/32933
SSBK9686_33453 2 1000 Km app EPHA5 -3 -3 -3 0 Pass Pass Pass 0.84 PV3840/34383
SSBK9686_33453 2 1000 Km app EPHA8 8 3 5 5 Pass Pass Pass 0.92 PV3844/36870
SSBK9686_33453 2 1000 Km app EPHB1 6 9 7 3 Pass Pass Pass 0.88 PV3786/34225
SSBK9686_33453 2 1000 Km app EPHB2 6 13 9 6 Pass Pass Pass 0.86 PV3625/1386867
SSBK9686_33453 2 1000 Km app EPHB3 1 3 2 2 Pass Pass Pass 0.91 PV3658/33066
SSBK9686_33453 2 1000 Km app EPHB4 6 -1 3 7 Pass Pass Pass 0.90 PV3251/29241
SSBK9686_33453 2 1000 Km app ERBB2 (HER2) -8 -5 -7 4 Pass Pass Pass 0.91 PV3366/1320117
SSBK9686_33453 2 1000 Km app ERBB4 (HER4) 5 -3 1 8 Pass Pass Pass 0.88 PV3626/32657
SSBK9686_33453 2 1000 Km app FER 2 -1 0 3 Pass Pass Pass 0.91 PV3806/38946
SSBK9686_33453 2 1000 Km app FES (FPS) 12 5 8 7 Pass Pass Pass 0.82 PV3354/35734
SSBK9686_33453 2 1000 Km app FGFR1 -10 0 -5 10 Pass Pass Pass 0.79 PV3146/1559215
SSBK9686_33453 2 1000 Km app FGFR2 6 5 5 2 Pass Pass Pass 0.90 PV3368/31517
SSBK9686_33453 2 1000 Km app FGFR3 K650E 4 2 3 1 Pass Pass Pass 0.86 PV4392/36445
SSBK9686_33453 2 1000 Km app FGFR3 -6 -3 -5 3 Pass Pass Pass 0.87 PV3145/28459
SSBK9686_33453 2 1000 Km app FGFR4 -1 1 0 2 Pass Pass Pass 0.79 P3054/26967
SSBK9686_33453 2 1000 Km app FGR 5 2 3 4 Pass Pass Pass 0.79 P3041/1226633
SSBK9686_33453 2 1000 Km app FLT1 (VEGFR1) 4 -6 -1 10 Pass Pass Pass 0.89 PV3666/1449776
SSBK9686_33453 2 1000 Km app FLT3 D835Y 9 12 11 3 Pass Pass Pass 0.76 PV3967/308809
SSBK9686_33453 2 1000 Km app FLT3 9 11 10 2 Pass Pass Pass 0.78 PV3182/1304083
SSBK9686_33453 2 1000 Km app FLT4 (VEGFR3) 11 11 11 0 Pass Pass Pass 0.87 PV4129/38454
SSBK9686_33453 2 1000 Km app FRAP1 (mTOR) 5 -9 -2 14 Pass Pass Pass 0.70 PV4753/1644471
SSBK9686_33453 2 1000 Km app FRK (PTK5) 8 11 9 3 Pass Pass Pass 0.71 PV3874/1209097
SSBK9686_33453 2 1000 Km app FYN 7 4 5 3 Pass Pass Pass 0.86 P3042/1265860
SSBK9686_33453 2 1000 Km app GRK4 -1 -3 -2 2 Pass Pass Pass 0.86 PV3807/618977
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SSBK9686_33453 2 1000 Km app GRK5 -5 1 -2 6 Pass Pass Pass 0.88 PV3824/879275
SSBK9686_33453 2 1000 Km app GRK6 2 -1 1 3 Pass Pass Pass 0.85 PV3661/37437
SSBK9686_33453 2 1000 Km app GRK7 3 4 4 0 Pass Pass Pass 0.93 PV3823/34013
SSBK9686_33453 2 1000 Km app GSK3A (GSK3 alpha) 9 4 6 5 Pass Pass Pass 0.86 PV6126/1308877
SSBK9686_33453 2 1000 Km app GSK3B (GSK3 beta) 5 8 6 3 Pass Pass Pass 0.79 PV3365/371501
SSBK9686_33453 2 1000 Km app HCK 7 6 7 2 Pass Pass Pass 0.85 PV6128/862448
SSBK9686_33453 2 1000 Km app HIPK1 (Myak) 7 3 5 4 Pass Pass Pass 0.89 PV4561/1296961
SSBK9686_33453 2 1000 Km app HIPK2 6 8 7 2 Pass Pass Pass 0.92 PV5275/452552
SSBK9686_33453 2 1000 Km app HIPK3 (YAK1) 3 3 3 0 Pass Pass Pass 0.89 PV4209/1128960
SSBK9686_33453 2 1000 Km app HIPK4 -1 4 2 5 Pass Pass Pass 0.90 PV3852/719847
SSBK9686_33453 2 1000 Km app IGF1R 17 9 13 8 Pass Pass Pass 0.83 PV3250/35957
SSBK9686_33453 2 1000 Km app IKBKB (IKK beta) -3 -3 -3 0 Pass Pass Pass 0.60 PV3836/1545240
SSBK9686_33453 2 1000 Km app IKBKE (IKK epsilon) 4 8 6 4 Pass Pass Pass 0.63 PV4875/1453239
SSBK9686_33453 2 1000 Km app INSR 2 -2 0 4 Pass Pass Pass 0.90 PV3781/1314127
SSBK9686_33453 2 1000 Km app INSRR (IRR) 25 9 17 16 Pass Pass Pass 0.64 PV3808/34272
SSBK9686_33453 2 1000 Km app IRAK4 -11 -15 -13 5 Pass Pass Pass 0.57 PV3362/37360
SSBK9686_33453 2 1000 Km app ITK -12 -5 -8 7 Pass Pass Pass 0.70 PV3875/1642422
SSBK9686_33453 2 1000 Km app JAK1 -7 -2 -5 5 Pass Pass Pass 0.80 PV4774/1619716
SSBK9686_33453 2 1000 Km app JAK2 JH1 JH2 V617F 0 -13 -6 12 Pass Pass Pass 0.82 PV4336/463344
SSBK9686_33453 2 1000 Km app JAK2 JH1 JH2 4 -3 0 7 Pass Pass Pass 0.72 PV4393/311662
SSBK9686_33453 2 1000 Km app JAK2 -12 -1 -7 10 Pass Pass Pass 0.83 PV4210/36301
SSBK9686_33453 2 1000 Km app JAK3 -14 -16 -15 2 Pass Pass Pass 0.78 PV3855/1386865
SSBK9686_33453 2 1000 Km app KDR (VEGFR2) -1 9 4 10 Pass Pass Pass 0.81 PV3660/1223246
SSBK9686_33453 2 1000 Km app KIT T670I -4 -15 -9 11 Pass Pass Pass 0.58 PV3869/34504
SSBK9686_33453 2 1000 Km app KIT 33 30 31 3 Pass Pass Pass 0.71 P3081/1559213
SSBK9686_33453 2 1000 Km app LCK 8 12 10 4 Pass Pass Pass 0.81 P3043/850070
SSBK9686_33453 2 1000 Km app LTK (TYK1) -10 -9 -9 1 Pass Pass Pass 0.74 PV4651/768522
SSBK9686_33453 2 1000 Km app LYN A 15 6 11 9 Pass Pass Pass 0.84 P2906/827663
SSBK9686_33453 2 1000 Km app LYN B 11 13 12 2 Pass Pass Pass 0.79 P2907/21076
SSBK9686_33453 2 1000 100 MAP2K1 (MEK1) 9 16 12 8 Pass Pass Pass 0.75 PV3303/1351267
SSBK9686_33453 2 1000 100 MAP2K2 (MEK2) 10 14 12 4 Pass Pass Pass 0.81 PV3615/32519
SSBK9686_33453 2 1000 100 MAP2K6 (MKK6) 2 3 3 1 Pass Pass Pass 0.88 PV3318/884909
SSBK9686_33453 2 1000 100 MAP3K8 (COT) 3 2 3 0 Pass Pass Pass 0.76 PV4313/1133767
SSBK9686_33453 2 1000 Km app MAP3K9 (MLK1) 4 -1 1 5 Pass Pass Pass 0.76 PV3787/1489093
SSBK9686_33453 2 1000 Km app MAP4K2 (GCK) -4 -3 -4 2 Pass Pass Pass 0.74 PV4211/748356
SSBK9686_33453 2 1000 Km app MAP4K4 (HGK) 19 18 19 0 Pass Pass Pass 0.66 PV3687/947575
SSBK9686_33453 2 1000 Km app MAP4K5 (KHS1) 4 -19 -7 23 Pass Pass Pass 0.64 PV3682/1383139
SSBK9686_33453 2 1000 Km app MAPK1 (ERK2) 7 6 6 1 Pass Pass Pass 0.89 PV3313/904347
SSBK9686_33453 2 1000 100 MAPK10 (JNK3) 50 53 51 3 Pass Pass Pass 0.76 PV4563/1075329
SSBK9686_33453 2 1000 Km app MAPK11 (p38 beta) 11 7 9 4 Pass Pass Pass 0.82 PV3679/1131827
SSBK9686_33453 2 1000 Km app MAPK12 (p38 gamma) 5 5 5 0 Pass Pass Pass 0.82 PV3654/1140849
SSBK9686_33453 2 1000 Km app MAPK13 (p38 delta) 8 5 6 3 Pass Pass Pass 0.86 PV3656/1316644
SSBK9686_33453 2 1000 Km app MAPK14 (p38 alpha) Direct 7 7 7 0 Pass Pass Pass 0.87 PV3304/1475037
SSBK9686_33453 2 1000 100 MAPK14 (p38 alpha) 0 12 6 12 Pass Pass Pass 0.75 PV3304/1475037
SSBK9686_33453 2 1000 Km app MAPK3 (ERK1) 15 8 11 7 Pass Pass Pass 0.77 PV3311/1408447
SSBK9686_33453 2 1000 100 MAPK8 (JNK1) 7 11 9 4 Pass Pass Pass 0.78 PV3319/1562425
SSBK9686_33453 2 1000 100 MAPK9 (JNK2) 0 13 6 13 Pass Pass Pass 0.53 PV3620/32388
SSBK9686_33453 2 1000 Km app MAPKAPK2 4 4 4 0 Pass Pass Pass 0.86 PV3317/1578915
SSBK9686_33453 2 1000 Km app MAPKAPK3 1 -3 -1 4 Pass Pass Pass 0.83 PV3299/38895
SSBK9686_33453 2 1000 Km app MAPKAPK5 (PRAK) 13 7 10 6 Pass Pass Pass 0.80 PV3301/913203
SSBK9686_33453 2 1000 Km app MARK1 (MARK) 13 13 13 0 Pass Pass Pass 0.81 PV4395/1445180
SSBK9686_33453 2 1000 Km app MARK2 16 3 9 13 Pass Pass Pass 0.89 PV3878/1383778
SSBK9686_33453 2 1000 Km app MARK3 -8 -7 -7 1 Pass Pass Pass 0.78 PV4819/830446
SSBK9686_33453 2 1000 Km app MARK4 -1 -20 -11 19 Pass Pass Pass 0.63 PV3851/304213
SSBK9686_33453 2 1000 Km app MATK (HYL) 14 4 9 11 Pass Pass Pass 0.89 PV3370/31553
SSBK9686_33453 2 1000 Km app MELK -2 6 2 8 Pass Pass Pass 0.88 PV4823/819467
SSBK9686_33453 2 1000 Km app MERTK (cMER) 9 4 7 5 Pass Pass Pass 0.86 PV3627/32658
SSBK9686_33453 2 1000 Km app MET (cMet) -6 3 -1 9 Pass Pass Pass 0.67 PV3143/625156
SSBK9686_33453 2 1000 Km app MET M1250T -2 5 1 7 Pass Pass Pass 0.51 PV3968/34718
SSBK9686_33453 2 1000 Km app MINK1 10 9 9 2 Pass Pass Pass 0.68 PV3810/1320119
SSBK9686_33453 2 1000 Km app MKNK1 (MNK1) -9 -15 -12 6 Pass Pass Pass 0.86 PV6023/1510602
SSBK9686_33453 2 1000 Km app MST1R (RON) 8 -3 3 11 Pass Pass Pass 0.79 PV4314/765277
SSBK9686_33453 2 1000 Km app MST4 4 3 4 1 Pass Pass Pass 0.52 PV3690/1515330
SSBK9686_33453 2 1000 Km app MUSK 11 15 13 5 Pass Pass Pass 0.78 PV3834/1671194
SSBK9686_33453 2 1000 Km app MYLK2 (skMLCK) -18 -6 -12 12 Pass Pass Pass 0.54 PV3757/1217944
SSBK9686_33453 2 1000 Km app NEK1 -5 -3 -4 2 Pass Pass Pass 0.78 PV4202/1220334
SSBK9686_33453 2 1000 Km app NEK2 5 5 5 0 Pass Pass Pass 0.59 PV3360/1397751
SSBK9686_33453 2 1000 Km app NEK4 1 4 3 3 Pass Pass Pass 0.90 PV4315/924342
SSBK9686_33453 2 1000 Km app NEK6 4 7 5 3 Pass Pass Pass 0.83 PV3353/30778
SSBK9686_33453 2 1000 Km app NEK7 5 8 7 3 Pass Pass Pass 0.92 PV3833/34387
SSBK9686_33453 2 1000 Km app NEK9 -6 -12 -9 6 Pass Pass Pass 0.79 PV4653/38162
SSBK9686_33453 2 1000 Km app NTRK1 (TRKA) 14 7 10 7 Pass Pass Pass 0.84 PV3144/1606305
SSBK9686_33453 2 1000 Km app NTRK2 (TRKB) -1 9 4 10 Pass Pass Pass 0.86 PV3616/35706
SSBK9686_33453 2 1000 Km app NTRK3 (TRKC) 4 3 3 1 Pass Pass Pass 0.81 PV3617/708766
SSBK9686_33453 2 1000 Km app PAK1 7 22 15 15 Pass Pass Pass 0.57 PV3820/35463
SSBK9686_33453 2 1000 Km app PAK2 (PAK65) 18 16 17 3 Pass Pass Pass 0.80 PV4565/924347
SSBK9686_33453 2 1000 Km app PAK3 15 -3 6 17 Pass Pass Pass 0.58 PV3789/34118
SSBK9686_33453 2 1000 Km app PAK4 12 -5 3 17 Pass Pass Pass 0.75 PV4212/1166694
SSBK9686_33453 2 1000 Km app PAK6 13 8 10 5 Pass Pass Pass 0.54 PV3502/31794
SSBK9686_33453 2 1000 Km app PAK7 (KIAA1264) 12 -3 4 16 Pass Pass Pass 0.79 PV4405/36846
SSBK9686_33453 2 1000 Km app PASK 1 0 1 1 Pass Pass Pass 0.82 PV3972/1126223
SSBK9686_33453 2 1000 Km app PDGFRA (PDGFR alpha) 1 -8 -3 9 Pass Pass Pass 0.82 PV3811/1269727
SSBK9686_33453 2 1000 Km app PDGFRA D842V 1 -4 -1 5 Pass Pass Pass 0.84 PV4203/269691
SSBK9686_33453 2 1000 Km app PDGFRA T674I -9 6 -1 15 Pass Pass Pass 0.80 PV3847/35891
SSBK9686_33453 2 1000 Km app PDGFRA V561D 3 -4 -1 7 Pass Pass Pass 0.85 PV4680/1240446
SSBK9686_33453 2 1000 Km app PDGFRB (PDGFR beta) 6 -1 3 7 Pass Pass Pass 0.94 P3082/27567
SSBK9686_33453 2 1000 Km app PDK1 Direct -12 -7 -10 5 Pass Pass Pass 0.56 P3001/1502836
SSBK9686_33453 2 1000 100 PDK1 9 -13 -2 22 Pass Pass Pass 0.60 P3001/1502836
SSBK9686_33453 2 1000 Km app PHKG1 -1 8 4 9 Pass Pass Pass 0.70 PV3853/830447
SSBK9686_33453 2 1000 Km app PHKG2 9 -3 3 11 Pass Pass Pass 0.66 PV4555/37321
SSBK9686_33453 2 1000 Km app PIM1 -2 0 -1 2 Pass Pass Pass 0.71 PV3503/412244
SSBK9686_33453 2 1000 Km app PIM2 0 -4 -2 5 Pass Pass Pass 0.64 PV3649/32930
SSBK9686_33453 2 1000 Km app PKN1 (PRK1) -11 13 1 24 Pass Pass Pass 0.60 PV3790/356552
SSBK9686_33453 2 1000 Km app PLK1 4 0 2 4 Pass Pass Pass 0.84 PV3501/1211829
SSBK9686_33453 2 1000 Km app PLK2 6 1 3 5 Pass Pass Pass 0.86 PV4204/38798
SSBK9686_33453 2 1000 Km app PLK3 -11 -6 -9 5 Pass Pass Pass 0.64 PV3812/38812
SSBK9686_33453 2 1000 Km app PRKACA (PKA) -1 -8 -5 6 Pass Pass Pass 0.80 P2912/37377
SSBK9686_33453 2 1000 Km app PRKCA (PKC alpha) -3 4 0 7 Pass Pass Pass 0.78 P2232/38479
SSBK9686_33453 2 1000 Km app PRKCB1 (PKC beta I) -9 -7 -8 2 Pass Pass Pass 0.59 P2291/299686
SSBK9686_33453 2 1000 Km app PRKCB2 (PKC beta II) 5 2 3 3 Pass Pass Pass 0.56 P2254/930444
SSBK9686_33453 2 1000 Km app PRKCD (PKC delta) -2 -2 -2 0 Pass Pass Pass 0.55 P2293/39038
SSBK9686_33453 2 1000 Km app PRKCE (PKC epsilon) 2 -12 -5 14 Pass Pass Pass 0.60 P2292/1574799
SSBK9686_33453 2 1000 Km app PRKCG (PKC gamma) -1 -2 -1 1 Pass Pass Pass 0.83 P2233/39126
SSBK9686_33453 2 1000 Km app PRKCH (PKC eta) -12 -26 -19 13 Pass Pass Pass 0.80 P2633/25587
SSBK9686_33453 2 1000 Km app PRKCI (PKC iota) -2 -3 -3 1 Pass Pass Pass 0.88 PV3183/28662
SSBK9686_33453 2 1000 Km app PRKCN (PKD3) 7 11 9 4 Pass Pass Pass 0.78 PV3692/1252690
SSBK9686_33453 2 1000 Km app PRKCQ (PKC theta) 14 -6 4 20 Pass Pass Pass 0.71 P2996/26231
SSBK9686_33453 2 1000 Km app PRKCZ (PKC zeta) -3 -13 -8 10 Pass Pass Pass 0.54 P2273/31602
SSBK9686_33453 2 1000 Km app PRKD1 (PKC mu) 18 12 15 7 Pass Pass Pass 0.78 PV3791/34226
SSBK9686_33453 2 1000 Km app PRKD2 (PKD2) 9 5 7 4 Pass Pass Pass 0.91 PV3758/34015
SSBK9686_33453 2 1000 Km app PRKG1 6 -2 2 8 Pass Pass Pass 0.81 PV4340/893283
SSBK9686_33453 2 1000 Km app PRKG2 (PKG2) 2 8 5 6 Pass Pass Pass 0.85 PV3973/273926
SSBK9686_33453 2 1000 Km app PRKX 7 4 5 3 Pass Pass Pass 0.78 PV3813/34283
SSBK9686_33453 2 1000 Km app PTK2 (FAK) 9 5 7 4 Pass Pass Pass 0.92 PV3832/1646492
SSBK9686_33453 2 1000 Km app PTK2B (FAK2) 12 4 8 7 Pass Pass Pass 0.89 PV4567/883370
SSBK9686_33453 2 1000 Km app PTK6 (Brk) -1 -4 -3 3 Pass Pass Pass 0.90 PV3291/1214751
SSBK9686_33453 2 1000 100 RAF1 (cRAF) Y340D Y341D 4 6 5 2 Pass Pass Pass 0.88 PV3805/1524194
SSBK9686_33453 2 1000 Km app RET V804L 4 5 5 0 Pass Pass Pass 0.93 PV4397/36640
SSBK9686_33453 2 1000 Km app RET Y791F 5 9 7 5 Pass Pass Pass 0.90 PV4396/36639




SSBK9686_33453 2 1000 Km app ROCK1 1 9 5 9 Pass Pass Pass 0.82 PV3691/37178
SSBK9686_33453 2 1000 Km app ROCK2 7 10 8 3 Pass Pass Pass 0.79 PV3759/1223245
SSBK9686_33453 2 1000 Km app ROS1 3 -3 0 6 Pass Pass Pass 0.92 PV3814/479684
SSBK9686_33453 2 1000 Km app RPS6KA1 (RSK1) 10 9 10 1 Pass Pass Pass 0.79 PV3680/880119
SSBK9686_33453 2 1000 Km app RPS6KA2 (RSK3) 8 15 11 7 Pass Pass Pass 0.84 PV3846/34468
SSBK9686_33453 2 1000 Km app RPS6KA3 (RSK2) 4 -2 1 5 Pass Pass Pass 0.92 PV3323/1424617
SSBK9686_33453 2 1000 Km app RPS6KA4 (MSK2) -5 0 -3 5 Pass Pass Pass 0.91 PV3782/990109
SSBK9686_33453 2 1000 Km app RPS6KA5 (MSK1) 9 -6 2 15 Pass Pass Pass 0.79 PV3681/380935
SSBK9686_33453 2 1000 Km app RPS6KA6 (RSK4) 5 6 6 0 Pass Pass Pass 0.88 PV4557/37496
SSBK9686_33453 2 1000 Km app RPS6KB1 (p70S6K) -1 -2 -2 1 Pass Pass Pass 0.78 PV3815/38944
SSBK9686_33453 2 1000 Km app SGK (SGK1) 32 18 25 14 Pass Pass Pass 0.83 PV3818/1507488
SSBK9686_33453 2 1000 Km app SGK2 17 8 12 9 Pass Pass Pass 0.82 PV3858/1099019
SSBK9686_33453 2 1000 Km app SGKL (SGK3) 16 18 17 2 Pass Pass Pass 0.85 PV3859/38954
SSBK9686_33453 2 1000 Km app SNF1LK2 3 1 2 2 Pass Pass Pass 0.88 PV4792/1106712
SSBK9686_33453 2 1000 Km app SRC N1 10 6 8 3 Pass Pass Pass 0.84 P2904/21068
SSBK9686_33453 2 1000 Km app SRC 6 6 6 0 Pass Pass Pass 0.89 P3044/1255538
SSBK9686_33453 2 1000 Km app SRMS (Srm) 17 11 14 6 Pass Pass Pass 0.87 PV4214/306354
SSBK9686_33453 2 1000 Km app SRPK1 3 -1 1 5 Pass Pass Pass 0.89 PV4215/1182336
SSBK9686_33453 2 1000 Km app SRPK2 -6 -4 -5 2 Pass Pass Pass 0.54 PV3829/900365
SSBK9686_33453 2 1000 Km app STK22B (TSSK2) 7 11 9 4 Pass Pass Pass 0.80 PV3622/32396
SSBK9686_33453 2 1000 Km app STK22D (TSSK1) 14 4 9 10 Pass Pass Pass 0.76 PV3505/1232205
SSBK9686_33453 2 1000 Km app STK23 (MSSK1) 2 -5 -1 7 Pass Pass Pass 0.89 PV3880/1408448
SSBK9686_33453 2 1000 Km app STK24 (MST3) 3 -5 -1 8 Pass Pass Pass 0.54 PV3650/32932
SSBK9686_33453 2 1000 Km app STK25 (YSK1) -8 -5 -6 3 Pass Pass Pass 0.84 PV3657/33163
SSBK9686_33453 2 1000 Km app STK3 (MST2) -4 -3 -4 1 Pass Pass Pass 0.80 PV4805/1093884
SSBK9686_33453 2 1000 Km app STK4 (MST1) 0 -4 -2 4 Pass Pass Pass 0.62 PV3854/38994
SSBK9686_33453 2 1000 Km app SYK 6 1 4 4 Pass Pass Pass 0.93 PV3857/756818
SSBK9686_33453 2 1000 Km app TAOK2 (TAO1) 13 11 12 2 Pass Pass Pass 0.67 PV3760/1373875
SSBK9686_33453 2 1000 Km app TBK1 7 7 7 1 Pass Pass Pass 0.83 PV3504/857011
SSBK9686_33453 2 1000 Km app TEK (Tie2) -1 7 3 9 Pass Pass Pass 0.75 PV3628/34398
SSBK9686_33453 2 1000 Km app TXK -5 -1 -3 5 Pass Pass Pass 0.80 PV5860/750657
SSBK9686_33453 2 1000 Km app TYK2 1 3 2 1 Pass Pass Pass 0.90 PV4790/1469651
SSBK9686_33453 2 1000 Km app TYRO3 (RSE) 7 9 8 2 Pass Pass Pass 0.67 PV3828/682475
SSBK9686_33453 2 1000 Km app YES1 1 4 2 2 Pass Pass Pass 0.84 A15557/1383140
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Kinase                  
Part# / Lot#
(nM) Point 1 Point 2 mean │Point 1 - Point 2│ Donor Acceptor
SSBK9686_33453 2 1000 ABL1 H396P -4 -5 -5 1 Pass Pass 0.79 PV6148/1570966
SSBK9686_33453 2 1000 ABL1 M351T -1 16 7 17 Pass Pass 0.53 PV6151/1570962
SSBK9686_33453 2 1000 ABL1 Q252H -3 -11 -7 8 Pass Pass 0.94 PV6154/1570960
SSBK9686_33453 2 1000 ACVR1 (ALK2) R206H -3 3 0 6 Pass Pass 0.65 PV6232/1578464
SSBK9686_33453 2 1000 ACVR1 (ALK2) -5 3 -1 8 Pass Pass 0.89 PV4877/1320118
SSBK9686_33453 2 1000 ACVR2A 7 -6 1 13 Pass Pass 0.73 PV6124/862446
SSBK9686_33453 2 1000 ACVR2B 3 8 5 5 Pass Pass 0.76 PV6049/877066
SSBK9686_33453 2 1000 ACVRL1 (ALK1) -5 -4 -4 1 Pass Pass 0.58 PV4883/1611014
SSBK9686_33453 2 1000 ALK C1156Y -3 1 -1 4 Pass Pass 0.94 PV6157/1570963
SSBK9686_33453 2 1000 ALK F1174L 6 2 4 4 Pass Pass 0.79 PV6160/1570964
SSBK9686_33453 2 1000 ALK L1196M 0 -3 -1 3 Pass Pass 0.89 PV6166/1636937
SSBK9686_33453 2 1000 ALK R1275Q 2 2 2 0 Pass Pass 0.74 PV6169/1570970
SSBK9686_33453 2 1000 AMPK (A1/B1/G2) 9 -9 0 18 Pass Pass 0.80 PV6238/1578461
SSBK9686_33453 2 1000 AMPK (A1/B1/G3) 2 1 2 1 Pass Pass 0.88 PV6241/1578466
SSBK9686_33453 2 1000 AMPK (A1/B2/G1) 2 -2 0 3 Pass Pass 0.91 PV6244/1578463
SSBK9686_33453 2 1000 AMPK (A2/B2/G1) -1 3 1 4 Pass Pass 0.95 PV6247/1578460
SSBK9686_33453 2 1000 AMPK (A2/B2/G2) -3 2 0 5 Pass Pass 0.93 PV6250/1578465
SSBK9686_33453 2 1000 AXL R499C 0 5 3 4 Pass Pass 0.82 PV6253/1578673
SSBK9686_33453 2 1000 BMPR1A (ALK3) 8 7 8 2 Pass Pass 0.81 PV6038/834034
SSBK9686_33453 2 1000 BMPR1B (ALK6) 0 6 3 6 Pass Pass 0.60 PV6235/1578462
SSBK9686_33453 2 1000 BMPR2 -1 -1 -1 1 Pass Pass 0.81 PV6256/1579470
SSBK9686_33453 2 1000 BRAF V599E 4 -2 1 7 Pass Pass 0.74 PV3849/910409
SSBK9686_33453 2 1000 BRAF -2 -3 -3 1 Pass Pass 0.92 PV3848/1113215
SSBK9686_33453 2 1000 BRSK2 6 8 7 3 Pass Pass 0.74 PV6259/1576239
SSBK9686_33453 2 1000 CAMK2G (CaMKII gamma) -1 -2 -2 0 Pass Pass 0.95 PV6268/1576884
SSBK9686_33453 2 1000 CAMKK1 (CAMKKA) -4 -3 -4 2 Pass Pass 0.79 PV4670/406782
SSBK9686_33453 2 1000 CAMKK2 (CaMKK beta) 3 0 2 3 Pass Pass 0.95 PV4206/35319
SSBK9686_33453 2 1000 CASK -1 10 4 11 Pass Pass 0.83 PV6271/1576243
SSBK9686_33453 2 1000 CDC7/DBF4 0 2 1 2 Pass Pass 0.81 PV6274/1576890
SSBK9686_33453 2 1000 CDK1/cyclin A2 12 7 10 5 Pass Pass 0.58 PV6280/1614080
SSBK9686_33453 2 1000 CDK11 (Inactive) -4 3 0 6 Pass Pass 0.92 PV6283/1636299
SSBK9686_33453 2 1000 CDK14 (PFTK1)/cyclin Y 41 37 39 4 Pass Pass 0.71 PV6382/1577046
SSBK9686_33453 2 1000 CDK16 (PCTK1)/cyclin Y 5 2 3 3 Pass Pass 0.78 PV6379/1621440
SSBK9686_33453 2 1000 CDK2/cyclin A1 18 20 19 1 Pass Pass 0.72 PV6289/1576888
SSBK9686_33453 2 1000 CDK2/cyclin E1 9 5 7 5 Pass Pass 0.75 PV6295/1576887
SSBK9686_33453 2 1000 CDK2/cyclin O 22 21 21 1 Pass Pass 0.72 PV6286/1576891
SSBK9686_33453 2 1000 CDK3/cyclin E1 4 3 3 1 Pass Pass 0.72 PV6298/1658354
SSBK9686_33453 2 1000 CDK5 (Inactive) -13 12 -1 25 Pass Pass 0.56 PV6301/1576893
SSBK9686_33453 2 1000 CDK8/cyclin C -1 -7 -4 6 Pass Pass 0.91 PV4402/1408446
SSBK9686_33453 2 1000 CDK9 (Inactive) 81 72 76 9 Pass Pass 0.73 PV6304/1608282
SSBK9686_33453 2 1000 CDK9/cyclin K 33 36 34 3 Pass Pass 0.82 PV4335/35774
SSBK9686_33453 2 1000 CLK4 -1 -4 -3 2 Pass Pass 0.83 PV3839/827665
SSBK9686_33453 2 1000 DAPK2 -1 -1 -1 0 Pass Pass 0.75 PV3614/32159
SSBK9686_33453 2 1000 DDR1 -2 1 -1 3 Pass Pass 0.93 PV6047/1036502
SSBK9686_33453 2 1000 DDR2 N456S -4 -1 -3 3 Pass Pass 0.86 PV6172/1626057
SSBK9686_33453 2 1000 DDR2 T654M 8 11 10 3 Pass Pass 0.58 PV6175/1618094
SSBK9686_33453 2 1000 DDR2 -2 -1 -1 1 Pass Pass 0.90 PV3870/933644
SSBK9686_33453 2 1000 DMPK -4 -3 -4 2 Pass Pass 0.95 PV3784/1144598
SSBK9686_33453 2 1000 DYRK2 82 79 80 2 Pass Pass 0.57 PV6331/1578676
SSBK9686_33453 2 1000 EGFR (ErbB1) d746-750 6 6 6 0 Pass Pass 0.60 PV6178/1570967
SSBK9686_33453 2 1000 EIF2AK2 (PKR) 2 -1 1 3 Pass Pass 0.57 PV4821/1373874
SSBK9686_33453 2 1000 EPHA3 5 1 3 4 Pass Pass 0.87 PV3359/30916
SSBK9686_33453 2 1000 EPHA6 -3 3 0 6 Pass Pass 0.72 PV6337/1575527
SSBK9686_33453 2 1000 EPHA7 4 -6 -1 10 Pass Pass 0.84 PV3689/33790
SSBK9686_33453 2 1000 FGFR1 V561M -2 -4 -3 2 Pass Pass 0.93 PV6343/1578678
SSBK9686_33453 2 1000 FGFR3 G697C -19 -6 -13 13 Pass Pass 0.57 PV6184/1570969
SSBK9686_33453 2 1000 FGFR3 K650M 0 0 0 0 Pass Pass 0.76 PV6187/1573650
SSBK9686_33453 2 1000 FLT3 ITD 12 6 9 7 Pass Pass 0.64 PV6190/1570961
SSBK9686_33453 2 1000 FYN A 8 6 7 2 Pass Pass 0.80 PV6346/1575529
SSBK9686_33453 2 1000 GRK1 -7 -7 -7 0 Pass Pass 0.92 PV6352/1577053
SSBK9686_33453 2 1000 ICK -1 2 0 3 Pass Pass 0.87 PV6358/1577056
SSBK9686_33453 2 1000 KIT A829P -3 3 0 7 Pass Pass 0.89 PV6193/1570981
SSBK9686_33453 2 1000 KIT D816H 0 10 5 10 Pass Pass 0.57 PV6196/1570980
SSBK9686_33453 2 1000 KIT D816V 4 3 4 1 Pass Pass 0.67 PV6199/1570986
SSBK9686_33453 2 1000 KIT D820E 4 1 3 3 Pass Pass 0.89 PV6307/1576885
SSBK9686_33453 2 1000 KIT N822K 4 1 2 3 Pass Pass 0.90 PV6310/1576886
SSBK9686_33453 2 1000 KIT T670E -1 -2 -2 1 Pass Pass 0.94 PV6313/1575536
SSBK9686_33453 2 1000 KIT V559D T670I 0 -2 -1 2 Pass Pass 0.93 PV6316/1579472
SSBK9686_33453 2 1000 KIT V654A 8 1 4 7 Pass Pass 0.80 PV4132/35129
SSBK9686_33453 2 1000 KIT Y823D 13 7 10 5 Pass Pass 0.77 PV6322/1606628
SSBK9686_33453 2 1000 LATS1 9 6 8 2 Pass Pass 0.80 PV6361/1575532
SSBK9686_33453 2 1000 LATS2 -2 -1 -2 1 Pass Pass 0.97 PV6364/1575533
SSBK9686_33453 2 1000 LIMK1 -1 -2 -1 0 Pass Pass 0.89 PV4337/367810
SSBK9686_33453 2 1000 LIMK2 2 -1 1 3 Pass Pass 0.92 PV3860/355434
SSBK9686_33453 2 1000 MAP2K1 (MEK1) S218D S222D 1 2 2 1 Pass Pass 0.92 P3099/38541
SSBK9686_33453 2 1000 MAP2K1 (MEK1) -1 1 0 2 Pass Pass 0.93 PV3303/1351267
SSBK9686_33453 2 1000 MAP2K2 (MEK2) 0 -1 -1 1 Pass Pass 0.95 PV3615/32519
SSBK9686_33453 2 1000 MAP2K3 (MEK3) -2 -5 -4 4 Pass Pass 0.76 PV3662/357368
SSBK9686_33453 2 1000 MAP2K6 (MKK6) S207E T211E -10 -5 -8 5 Pass Pass 0.85 PV3293/877061
SSBK9686_33453 2 1000 MAP2K6 (MKK6) -8 -5 -7 3 Pass Pass 0.81 PV3318/884909
SSBK9686_33453 2 1000 MAP3K10 (MLK2) 18 15 17 3 Pass Pass 0.94 PV3877/34554
SSBK9686_33453 2 1000 MAP3K11 (MLK3) 11 16 14 5 Pass Pass 0.93 PV3788/869925
SSBK9686_33453 2 1000 MAP3K14 (NIK) -4 -5 -4 1 Pass Pass 0.90 PV4902/1030325
SSBK9686_33453 2 1000 MAP3K2 (MEKK2) 5 -9 -2 13 Pass Pass 0.58 PV3822/1171755
SSBK9686_33453 2 1000 MAP3K3 (MEKK3) 8 -5 1 13 Pass Pass 0.85 PV3876/706068
SSBK9686_33453 2 1000 MAP3K5 (ASK1) 17 4 10 13 Pass Pass 0.74 PV3809/1541343
SSBK9686_33453 2 1000 MAP3K7/MAP3K7IP1 (TAK1-TAB1) 4 -4 0 9 Pass Pass 0.72 PV4394/1033747
SSBK9686_33453 2 1000 MAP4K1 (HPK1) 16 -6 5 22 Pass Pass 0.79 PV6355/1575528
SSBK9686_33453 2 1000 MAP4K3 (GLK) -2 -2 -2 0 Pass Pass 0.79 PV6349/1579471
SSBK9686_33453 2 1000 MAPK10 (JNK3) 43 47 45 4 Pass Pass 0.90 PV4563/1075329
SSBK9686_33453 2 1000 MAPK15 (ERK7) 17 17 17 0 Pass Pass 0.93 PV6181/1570972
SSBK9686_33453 2 1000 MAPK8 (JNK1) 7 10 9 3 Pass Pass 0.80 PV3319/1562425
SSBK9686_33453 2 1000 MAPK9 (JNK2) 21 23 22 2 Pass Pass 0.94 PV3620/32388
SSBK9686_33453 2 1000 MERTK (cMER) A708S 5 0 2 5 Pass Pass 0.91 PV6325/1578675
SSBK9686_33453 2 1000 MET D1228H 7 7 7 0 Pass Pass 0.90 PV6208/1570985
SSBK9686_33453 2 1000 MKNK2 (MNK2) 6 3 4 3 Pass Pass 0.68 PV5607/811381
SSBK9686_33453 2 1000 MLCK (MLCK2) 10 17 13 8 Pass Pass 0.95 PV3835/34028
SSBK9686_33453 2 1000 MYLK (MLCK) 0 1 0 1 Pass Pass 0.97 PV4339/36152
SSBK9686_33453 2 1000 MYO3B (MYO3 beta) 5 6 6 0 Pass Pass 0.89 PV6367/1577055
SSBK9686_33453 2 1000 NLK 1 -4 -1 5 Pass Pass 0.93 PV4309/35323
SSBK9686_33453 2 1000 NUAK2 10 7 8 3 Pass Pass 0.68 PV6376/1712696
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SSBK9686_33453 2 1000 PKN2 (PRK2) 4 9 6 5 Pass Pass 0.74 PV3879/555959
SSBK9686_33453 2 1000 PLK4 7 5 6 2 Pass Pass 0.82 PV6394/1577044
SSBK9686_33453 2 1000 PRKACB (PRKAC beta) 1 3 2 2 Pass Pass 0.79 PV6388/1577048
SSBK9686_33453 2 1000 PRKACG (PRKAC gamma) 3 1 2 2 Pass Pass 0.88 PV6391/1577047
SSBK9686_33453 2 1000 RAF1 (cRAF) Y340D Y341D 0 0 0 0 Pass Pass 0.88 PV3805/1524194
SSBK9686_33453 2 1000 RET G691S -7 3 -2 9 Pass Pass 0.60 PV6214/1570982
SSBK9686_33453 2 1000 RET M918T -11 -12 -11 1 Pass Pass 0.80 PV6217/1570989
SSBK9686_33453 2 1000 RET V804M 9 5 7 4 Pass Pass 0.65 PV6223/1570988
SSBK9686_33453 2 1000 RIPK2 3 -4 -1 7 Pass Pass 0.94 PV4213/35334
SSBK9686_33453 2 1000 RIPK3 1 -2 0 3 Pass Pass 0.71 PV6397/1577060
SSBK9686_33453 2 1000 SIK1 -3 -2 -2 1 Pass Pass 0.94 PV6445/1601253
SSBK9686_33453 2 1000 SIK3 7 0 3 7 Pass Pass 0.70 PV6403/1577057
SSBK9686_33453 2 1000 SLK 1 8 4 7 Pass Pass 0.91 PV3830/34390
SSBK9686_33453 2 1000 STK16 (PKL12) 3 5 4 2 Pass Pass 0.81 PV4311/36847
SSBK9686_33453 2 1000 STK17A (DRAK1) -7 -5 -6 2 Pass Pass 0.92 PV3783/902537
SSBK9686_33453 2 1000 STK17B (DRAK2) 7 4 6 3 Pass Pass 0.63 PV6328/1702855
SSBK9686_33453 2 1000 STK32B (YANK2) 0 -2 -1 2 Pass Pass 0.93 PV6406/1577058
SSBK9686_33453 2 1000 STK32C (YANK3) 1 -6 -2 7 Pass Pass 0.88 PV6409/1577045
SSBK9686_33453 2 1000 STK33 3 2 3 1 Pass Pass 0.89 PV4343/798867
SSBK9686_33453 2 1000 STK38 (NDR) 10 8 9 2 Pass Pass 0.54 PV6370/1575531
SSBK9686_33453 2 1000 STK38L (NDR2) 18 -1 9 19 Pass Pass 0.51 PV6373/1575530
SSBK9686_33453 2 1000 STK39 (STLK3) 84 80 82 4 Pass Pass 0.58 PV6412/1647521
SSBK9686_33453 2 1000 TAOK1 94 94 94 1 Pass Pass 0.86 PV6415/1576240
SSBK9686_33453 2 1000 TAOK3 (JIK) 54 47 50 7 Pass Pass 0.71 PV3652/32935
SSBK9686_33453 2 1000 TEC 2 -12 -5 13 Pass Pass 0.91 PV3269/910411
SSBK9686_33453 2 1000 TEK (TIE2) R849W 3 -2 0 5 Pass Pass 0.90 PV6226/1570990
SSBK9686_33453 2 1000 TEK (TIE2) Y1108F 9 -3 3 12 Pass Pass 0.55 PV6229/1570987
SSBK9686_33453 2 1000 TESK2 3 -2 1 5 Pass Pass 0.73 PV6418/1576242
SSBK9686_33453 2 1000 TGFBR1 (ALK5) 8 -2 3 10 Pass Pass 0.70 PV5837/562479
SSBK9686_33453 2 1000 TGFBR2 0 1 1 2 Pass Pass 0.54 PV6122/862447
SSBK9686_33453 2 1000 TLK1 0 -1 0 0 Pass Pass 0.82 PV6421/1576241
SSBK9686_33453 2 1000 TLK2 2 -1 0 3 Pass Pass 0.93 PV6424/1578677
SSBK9686_33453 2 1000 TNIK -3 1 -1 5 Pass Pass 0.91 PV6427/1578672
SSBK9686_33453 2 1000 TNK2 (ACK) -10 7 -1 18 Pass Pass 0.98 PV4807/407338
SSBK9686_33453 2 1000 TTK -2 0 -1 2 Pass Pass 0.57 PV3792/759947
SSBK9686_33453 2 1000 ULK1 2 3 3 0 Pass Pass 0.95 PV6430/1579415
SSBK9686_33453 2 1000 ULK2 -6 -1 -4 4 Pass Pass 0.75 PV6433/1579413
SSBK9686_33453 2 1000 ULK3 1 5 3 4 Pass Pass 0.88 PV6436/1579414
SSBK9686_33453 2 1000 WEE1 4 -4 0 9 Pass Pass 0.78 PV3817/1574800
SSBK9686_33453 2 1000 WNK2 -3 -7 -5 4 Pass Pass 0.82 PV4341/35976
SSBK9686_33453 2 1000 WNK3 12 10 11 1 Pass Pass 0.55 PV4342/36047
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Kinase                  
Part# / Lot#
(nM) (μM) Point 1 Point 2 mean │Point 1 - Point 2│ Donor Acceptor
SSBK9686_33453 2 1000 10 CAMK1 (CaMK1) 11 11 11 0 Pass Pass 0.51 PV4391/36046
SSBK9686_33453 2 1000 Km app CDK7/cyclin H/MNAT1 30 11 20 19 Pass Pass 0.81 PV3868/1549088
SSBK9686_33453 2 1000 Km app CDK9/cyclin T1 67 63 65 4 Pass Pass 0.83 PV4131/1650325
SSBK9686_33453 2 1000 Km app CHUK (IKK alpha) -1 -8 -5 7 Pass Pass 0.68 PV4310/447027
SSBK9686_33453 2 1000 Km app DAPK1 15 14 14 1 Pass Pass 0.53 PV3969/32654
SSBK9686_33453 2 1000 Km app GSG2 (Haspin) -3 4 0 7 Pass Pass 0.80 PV5708/869949
SSBK9686_33453 2 1000 Km app IRAK1 -16 -6 -11 10 Pass Pass 0.62 PV4403/880118
SSBK9686_33453 2 1000 Km app LRRK2 FL -1 4 2 5 Pass Pass 0.82 A15197PT/1412950
SSBK9686_33453 2 1000 Km app LRRK2 G2019S FL 12 -6 3 18 Pass Pass 0.66 A15200PT/1524191
SSBK9686_33453 2 1000 Km app LRRK2 G2019S -18 -3 -10 14 Pass Pass 0.71 PV4881/742572
SSBK9686_33453 2 1000 Km app LRRK2 I2020T 4 -2 1 6 Pass Pass 0.67 PV5854/902533
SSBK9686_33453 2 1000 Km app LRRK2 R1441C -4 -10 -7 6 Pass Pass 0.78 PV5858/902531
SSBK9686_33453 2 1000 Km app LRRK2 5 -22 -8 27 Pass Pass 0.54 PV4873/1106714
SSBK9686_33453 2 1000 Km app NUAK1 (ARK5) 24 9 17 16 Pass Pass 0.78 PV4127/1555136
SSBK9686_33453 2 1000 10 PI4KA (PI4K alpha) -6 -10 -8 4 Pass Pass 0.60 PV5689/1493948
SSBK9686_33453 2 1000 Km app PI4KB (PI4K beta) 6 14 10 8 Pass Pass 0.51 PV5277/493329
SSBK9686_33453 2 1000 Km app PIK3C2A (PI3K-C2 alpha) 1 8 5 7 Pass Pass 0.79 PV5586/930442
SSBK9686_33453 2 1000 10 PIK3C2B (PI3K-C2 beta) 22 6 14 15 Pass Pass 0.61 PV5374/1417424
SSBK9686_33453 2 1000 Km app PIK3C3 (hVPS34) 6 3 5 3 Pass Pass 0.61 PV5126/1510603
SSBK9686_33453 2 1000 Km app PIK3CA/PIK3R1 (p110 alpha/p85 alpha) 26 24 25 2 Pass Pass 0.55 PV4788/1030327
SSBK9686_33453 2 1000 Km app PIK3CB/PIK3R1 (p110 beta/p85 alpha) -2 21 9 23 Pass Pass 0.64 PV6454/52685
SSBK9686_33453 2 1000 Km app PIK3CD/PIK3R1 (p110 delta/p85 alpha) 0 6 3 6 Pass Pass 0.60 PV5273/1275457
SSBK9686_33453 2 1000 Km app PIK3CG (p110 gamma) -6 6 0 12 Pass Pass 0.80 PV4786/1153861
SSBK9686_33453 2 1000 Km app SPHK1 -1 1 0 2 Pass Pass 0.67 PV5214/417324
SSBK9686_33453 2 1000 10 SPHK2 8 13 10 5 Pass Pass 0.51 PV5216/1296957
% Inhibition Test Compound Interference
< 40% Inhibition
% Conversion 40% - 80% Inhibition
Z' Determination ≥ 80% Inhibition
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 CTD の Ser2 のリン酸化阻害活性の評価を ERBB2 /HE R2 が増幅されたヒト乳癌細胞 SK-
BR-3 を用いて行った。Human  Pro te in  At l a s  データベース  (h t tp s : / / www.p ro te in a t l a s .o rg )  
によれば、SK-B R-3 細胞では C DK1 2 の mRN A が他の細胞と比較して高発現しており、一方
で CDK9 の m RNA は他の細胞と同程度発現している。さらに、この細胞系において CDK 12
遺伝子は HER2 癌遺伝子と共発現しており  (Na t r a j an  e t  a l . ,  20 1 4 )、 SK-B R-3 細胞は、
CDK1 2 阻害剤の HER2 陽性の乳癌を標的とした治療薬としての利用可能性を評価するために
適した病態生物学的モデルと考えられた  (Pac u lo v á  e t  a l . ,  2 01 7 )。化合物 2 は、SK-B R-3 細
胞において、サブマイクロモーラーの化合物濃度で CTD の Ser2 リン酸化を阻害した *  (Tab le  
2 -9 )。阻害活性は、既知の CD K 阻害剤イブロシジン  (Ch o  e t  a l . ,  2 0 11 )  と同程度であった。
筆者の用いたアッセイ系でイブロシジンは、報告通りの CDK7 および CDK9 の阻害活性に加
え、CDK1 2 阻害活性も有していることが判明した  (CDK9 ,  CDK7 ,  および  C DK1 2  に対する
IC 5 0 値は、2 20、1 20 0、および 1 1 0  n M であった )  。一方でネガティブコントロールとして用
いた化合物 2 5 * *は、1 0 0  M まで化合物濃度を上げても阻害活性を示さなかった。Ser2 のリ
ン酸化の阻害に加え、化合物 2 はサブマイクロモーラーの化合物濃度で SK-BR-3 細胞の増殖
阻害活性も示した  (Tab le  2 -9)  ( Joh an n es  e t  a l . ,  2 0 17 )。  
 






a n  =  4 ,  SD v a lu es  sho wn in  p ar en th eses .  b n  =  3 ,  SD v a lu es  sho wn in  p ar en th eses .  c No t  
d e tec ted  up  to  1 00  M.  d No t  t e s t ed .  e Ch o  e t  a l . ,  2 0 11 .  
Compound 
CTD Ser2 phosphorylation  
IC 5 0  (nM)
a  
growth inhibi t ion  
GI5 0  (M)
b  
2 195 (± 2.6)  0 .8  (± 0.36)  
25 ND c  NTd  
Ibulocydine e  259 (± 2.3)  NTd  
* SK -BR -3  細胞における化合物の CTD Ser2 のリン酸化阻害能は、HT RF (均一時間分解蛍
光 )  Pho sp ho -RNA Po l  I I  (Se r2)  As say  Sy s tem  (Ci sBio )  により測定した  (詳細は細胞増殖
阻害アッセイと共に実験の部に記載 )。  
* *化 合 物 2 5 の 物 性 プ ロ フ ァ イ ル :   So lu b i l i t y  a t  p H 6 .8  =  2 .3  µg /mL,  PAMPA 





 最後に化合物 2 の阻害様式を明らかにするために、CDK1 2 阻害の時間依存性を調査した、
この際に既知の共有結合性 CD K1 2 阻害剤 3  (THZ -5 31 )  をコントロールとして用いた  (Tab le  
2 -1 0)。化合物 3  は、報告どおり明確な時間依存阻害を示したのに対し  (Zh an g  e t  a l . ,  2 01 6 )、
化合物 2 の C DK1 2 阻害活性には全く時間依存性が認められなかった。この結果は、化合物 2
の構造からも予想される様に、化合物 2 が非共有結合性の CDK1 2 阻害剤であることを示唆
している。  
 
Ta ble  2 -1 0 .  CDK1 2  阻害の時間依存性  
 










25  >10  >10  >10  >10  





















aそれぞれのプレインキュベーション時間に対する IC 5 0  値  (M) を記載した。 n  =  4 ,  9 5 % 








2 .2  評価化合物の合成  
化合物  1  および  5 -1 1  の合成を  Sch eme  2 -1  に示した。市販の4 -アミノピペリジン誘導体  
31  をスルホニル化、鈴木 -宮浦カップリング  ( Miy au ra  and  Su zuk i ,  19 95 )、および脱Bo c化に
より、中間体  3 2  へと誘導した。続いて3 2のN -アリール化により、標的化合物  1 ,  5  および  7 -
11  を得た。化合物  6  は、1  のN -メチル化により合成した。  
 
Schem e  2 -1 .  化合物  1  および  5 –1 1  の合成 a  
 
a  R e a g e n t s  a n d  co n d i t i o n s :  ( a ) ( i )  4 - b r o m o b e n z e n e s u l f o n y l  c h lo r i d e ,  E t 3 N ,  T H F,  r t ,  9 6 % ;  ( i i )  1 -
m e t h y l -4 - ( 4 , 4 ,5 ,5 - t e t r a m e th y l -1 ,3 ,2 - d io x a b o ro l an - 2 - y l ) - 1 H -p y r a z o l e ,  P d (d p p f ) C l 2 · C H 2 C l 2 ,  K 2 C O 3 ,  
D MF ,  H 2 O ,  1 0 0  ° C ,  8 3 % ;  ( i i i )  H C l /M e O H ,  r t ,  9 9 % . ;  ( b )  6 - f lu o r o n i c o t i n o n i t r i l e  ( f o r  1 )  o r  2 -
c h l o ro i s o n i c o t i n o n i t r i l e  ( fo r  7 )  o r  6 - c h lo ro - 2 -p y r id in e c a r b o n i t r i l e  ( f o r  8 ) ,  D I P E A,  N M P,  1 2 0 –
2 0 0  ° C ,  5 – 7 3 % ;  ( c )  2 -b r o mo p y r id in e  ( fo r  9 )  o r  2 -b r o mo - 5 - m e t h o x y p y r id in e  ( f o r  1 0 )  o r  2 -b ro m o -
5 - ( t r i f l u o r o m e t h y l )p y r i d i n e  ( fo r  1 1 ) ,  Pd 2 ( d b a ) 3 ,  D a v ep h o s ,  t e r t - Bu O N a ,  t o l u en e ,  1 0 0  ° C ,  7 – 2 9 % ;  
(d )  4 - f l u o ro b e n zo n i t r i l e ,  K 2 C O 3 ,  DM S O ,  1 2 0  ° C ,  9 % ;  ( e )  M e I ,  N a H ,  T HF ,  D MF ,  0  ° C  t o  r t ,  8 5 % .  
 
化合物  1 2  および  13の合成をSch eme  2-2  に示した。市販の原料  3 3  を  6 -クロロニコチノ
ニトリルとカップリングし、Bo c  基を除去して中間体  3 4  を得た。3 4  を4 -ブロモベンゾイル
クロリドを用いてアシル化し、続く鈴木 -宮浦カップリングにより化合物  12  を得た。また、
34  を4 -ブロモベンジルブロミドを用いてアルキル化し、先ほどと同様の条件の鈴木 -宮浦カ





Schem e  2 -2 .  化合物  1 2  および  1 3  の合成 a  
 
 a  R e a g e n t s  a n d  co n d i t i o n s :  ( a ) ( i )  6 - c h lo ro n i co t in o n i t r i l e ,  D I P E A ,  D M F,  1 2 0  ° C ,  6 6 % ;  ( i i )  
H C l /E t O A c ,  E t O H ,  r t ,  9 8 % ;  ( b )  4 - b ro m o b e n z o y l  c h l o r i d e ,  D I PE A ,  T H F ,  r t ,  8 9 % ;  ( c )  1 - m e t h y l - 4 -
(4 , 4 , 5 , 5 - t e t r a m e t h y l -1 ,3 , 2 - d io x ab o ro l a n - 2 -y l ) -1 H - p y r a z o l e ,  P d C l 2 ( A mp h o s ) 2  ( Gu r a m  e t  a l . ,  
2 0 0 6 ) ,  C s 2 C O 3 ,  DM F ,  1 0 0  ° C  ( m i c ro w a v e ) ,  6 1 – 8 2 % ;  ( d )  4 -b r o mo b en z y l  b ro m i d e ,  K 2 C O 3 ,  D MF ,  
8 0  ° C ,  9 6 % .  
 
化合物  1 4 -25  は、Sch e me  2 -3  に示した方法で合成した。市販の  t ra n s -1 ,4 -シクロヘキサ
ンジアミン誘導体  3 5  を Bu ch wald -Har twig  カップリング  (Ru iz -C as t i l l o  and  Bu ch wa ld ,  
20 16 )  および鈴木 -宮浦カップリングにより中間体  3 7  へと誘導した。中間体  3 7  のアリール
アミノ基のアシル化、メチルスルホニル化、アルコキシカルボニル化、もしくはアルキルア
ミノカルボニル化、続くBo c基の除去、2-ハロピリジン誘導体もしくは  2 -クロロキナゾリン
とのカップリングにより化合物  1 4 ,  16 ,  1 8 -2 4  を得た。化合物  17  は、中間体  3 7  のBo c基の
除去、続く6 -フルオロニコチノニトリルとカップリング反応により合成した。C is  異性体  15  




Schem e  2 -3 .  化合物  1 4 –2 5  の合成  a  
 
a R e a g e n t s  a n d  c o n d i t i o n s :  ( a )  1 -b ro m o - 4 - i o d o b e n z e n e ,  t e r t - B u O N a ,  P d 2 ( d b a ) 3 ,  X a n tp h o s ,  t o lu e n e ,  
8 0  ° C ,  2 6 – 4 5 % ;  (b )  1 - m e t h y l -4 - (4 , 4 , 5 , 5 - t e t r a m e t h y l - 1 , 3 , 2 -d io x a b o ro l an - 2 -y l ) -1 H - p y r a z o l e ,  
C s 2 C O 3 ,  Pd C l 2 ( A mp h o s ) 2 ,  D MF ,  H 2 O ,  1 0 0  ° C ,  8 4 – 9 6 % ;  ( c )  a c e t y l  c h lo r id e  ( fo r  1 4 ,  1 8 ,  a n d  1 5 )  o r  
p h e n y lp r o p io n y l  c h lo r id e  ( f o r  2 1 ) ,  D I P E A ,  T H F,  0  ° C ,  7 9 – 8 9 % ;  ( d )  m e t h an e s u l fo n y l  c h lo r id e ,  
p y r id in e ,  r t ,  8 1 % ;  ( e )  m e th y l  c h l o ro f o r m a t e  ( f o r  1 9 )  o r  b e n z y l  c h lo r o fo r m a t e  ( f o r  2 2 ) ,  D IP E A ,  
C H 2 C l 2 ,  r t ,  6 2 – 8 5 % ;  ( f )  e th y l  i so c y a n a t e ,  T HF ,  r t ,  5 3 % ;  ( g )  b e n z y l  i s o c y a n a t e  ( fo r  2 3  an d  2 5 )  o r  
c y c lo h ex y l m e th y l  i s o c y a n a t e  ( fo r  2 4 ) ,  T H F ,  r t ,  6 8 – 9 0 % ;  (h )  ( i )  TF A ,  r t  ( i i )  6 -
c h l o ro n i co t in o n i t r i l e ,  D I PE A ,  D M F,  1 2 0  ° C ,  1 9 – 2 3 % ;  ( i )  ( i )  H C l /E t O A c ,  r t  ( i i )  6 -
f l u o ro n i c o t i n o n i t r i l e ,  D I PE A ,  N MP ,  8 0 – 1 0 0  ° C ,  3 3 – 8 2 % ;  ( j )  ( i )  H C l /d i o x a n e ,  C H 2 C l 2 ,  r t  ( i i )  6 -
b r o m o n i co t i n o n i t r i l e ,  C s 2 C O 3 ,  D M F ,  r t ,  1 5 % ;  (k )  ( i )  T F A ,  r t  ( i i )  2 - c h lo ro q u in a z o l in e ,  D B U ,  D M F,  
1 2 0  ° C ,  3 7 % .  
 
 化合物  2  および  2 6– 3 0   は、Sch eme  2 -4  に示した方法で合成した。中間体  3 6  をベンジル
ウレア  4 0  に変換し、続いてブロモ基を還元して化合物  4 1  を得た。化合物  4 2  は、4 0  と  3 -
ピリジニルボロン酸との鈴木 -宮浦カップリング反応により合成した。化合物  4 0 – 42  の Bo c
基を除去し、6 -フルオロニコチノニトリルとカップリングして、アミノピリジン誘導体  2 6 ,  
27  および  4 3  を得た。ブロマイド  4 3  とボレート  4 4  もしくは  4 5  の鈴木 -宮浦カップリング




20 04 )  を用いてボレート  47  に変換し、6 -  もしくは  4 -ブロモ -1 -メチルピリジン -2 (1 H ) -オン
との鈴木 -宮浦カップリングにより化合物  2 9  および  3 0  を得た。  
Schem e  2 -4 .  化合物  2 および 2 6 – 3 0 の合成 a  
 
a  R e a g en t s  a n d  c o n d i t i o n s :  ( a )  b e n zy l  i so c y a n a t e ,  E t 3 N ,  T H F,  r t ,  9 3 % ;  ( b )  H 2 ,  P d / C ,  Et 3 N ,  E t O H ,  
T H F,  r t ,  q u a n t . ;  ( c )  3 - p y r id in y lb o r o n i c  a c i d ,  C s 2 C O 3 ,  P d Cl 2 ( A m p h o s ) 2 ,  DM F ,  H 2 O ,  1 0 0  ° C ,  9 5 % ;  
(d )  ( i )  H C l / E t O A c ,  T H F ,  r t  ( i i )  6 - f l u o r o n i c o t i n o n i t r i l e ,  D IP E A ,  N MP ,  1 0 0  ° C ,  5 3 –8 0 % ;  ( e )  4 4  
( fo r  2 ) ,  4 5  ( fo r  2 8 ) ,  A c O K ,  Pd ( d p p f ) C l 2 · C H 2 C l 2 ,  NM P ,  8 0 – 1 0 0  ° C ,  3 5 – 6 9 % ;  ( f )  4 6 ,  A c O K ,  
Pd (d p p f ) C l 2 ,  D M S O ,  8 0  ° C ,  8 8 % ;  ( g )  6 -b ro m o - 1 - m e th y lp y r i d in -2 ( 1 H ) -o n e  ( fo r  2 9 )  o r  4 - b r o m o -1 -





2 .3  結論  
 筆者は、HTS により見出されたアミノピリジン誘導体 1 を起点とし、タンパク質の結晶構
造情報や低分子 X 線結晶構造のビッグデータである Camb r idg e  s t ru c tur a l  d a tab ase の配座情
報を活用し、新規構造を持つ選択的 CDK1 2 ( /13 )  阻害剤 2 を見出した。化合物 2 は、1 0 - 8 M
オーダーの CDK1 2  (およびホモログである CD K13 )  阻害活性と転写制御 CDK に対する高い
選択性を示し、物性面でも優れていた。さらに、化合物 2 は高いキノームワイドな選択性を
示し、SK- BR-3 細胞において CTD の Ser2 のリン酸化の阻害、および同細胞の増殖阻害活性
を示した。筆者が発見した化合物 2 およびネガティブコントロール 2 5 は、CDK1 2 のスプラ
イシング、RNA プロセッシング、およびその他の生物学的役割における機能を解明するため
の分子プローブとなり得る。加えて、化合物 2 は CDK1 2 を標的とした新たな化学療法薬の





2 .4  実験の部  
Bio lo gy   
Reag ent s .  Hu man  GST - tag g ed  CDK2 /CCN A2  (0 4 -1 0 3) ,  GST - tag g ed  CDK7 /Cy cH/MAT1  
(0 4 -1 08 ) ,  GST - tag g ed  CDK8 /Cy cC (0 4 -1 09 ) ,  and  GST - tagg ed  CDK9 /Cy cT1 (04 -11 0 )  were  
ob ta in ed  f ro m Carn a  Bio sc ien ces  (Ko b e ,  Jap an ) .  LANCE d e tec t io n  bu f f er ,  ULig h t -4 E-
BP1 (Thr3 7 /Th r4 6 )  su b s t r a t e  p ep t id e ,  and  Eu - l abe led  an t i - ph o sph o -eIF4 E-b ind in g  pro te in  
1  (Thr3 7 /4 6 )  an t ibo d y  were  p urch ased  f rom P e rk in E lmer  (Wal th am,  MA) .   
Prepa ra t io n  o f  huma n  fu l l - l eng th  CDK1 2 .  Hu man  fu l l - l en g th  CD K12  was  p r ep a red  in -
ho u se  b y  a  b acu lo v i ru s  exp ress io n  sy s t em .  Hu man  CDK1 2 ( r e s id u es  1 – 14 9 0  aa ,  f u l l ,  
Genb ank  Access io n  No .  NM_0 1 65 07 )  was  co -exp ressed  wi th  hu man  C y cK ( r e s id u es  1 – 58 0  
aa ,  f u l l ,  Genb an k  Access io n  No .  NM_ 0 01 0 9 94 02 )  in  S f9  ce l l s  by  u s ing  a  b acu lo v i ru s  
exp ress io n  sy s t em.  CD K12  an d  C y cK were  ex pressed  a s  a  f u s ion  p ro te in  wi th  a  FLAG - tag  
and  a  Hi s - t ag  a t  t h e  N - termin u s ,  r e sp ec t iv e ly .  S f9  ce l l s  were  cu l tu r ed  a t  27  °C fo r  72  h  
po s t  in fec t io n .  Th e  ce l l s  were  h arv es t ed  b y  cen t r i f ug a t io n  an d  s to r ed  a t  −80  °C  u n t i l  u se .  
Th e  f ro zen  Sf9  ce l l s  exp ress in g  FLAG - tag g ed  h CDK1 2  and  His - t ag g ed  h Cy cK were  
su sp end ed  in  ly s i s  b uf f e r  (5 0  mM Tr i s  ( p H 8 .0 ) ,  30 0  mM NaCl ,  1 0 % (v /v )  g ly cero l ,  0 .0 5 %  
Br i j - 35 ,  1  mM d i th io th r e i to l  ( DTT ) ,  5  U/mL b enzo n ase )  and  cen t r i f u g ed  a t  1 4 ,0 0 0  ×  g  fo r  
30  min .  The  su p ern a tan t  was  mix ed  wi th )  1 0  mL p re - eq u i l ib r a t ed  FLAG res in  ( MBL)  fo r  2  
h  wi th  ro t a t in g  a t  4  °C .  Th e  FLAG res in  was  wash ed  wi th  a f f in i ty  bu f f er  ( 50  mM Tr i s  ( p H  
8 .0 ) ,  3 0 0  mM NaCl ,  10 % (v /v)  g ly ce ro l ,  0 .05 % Br i j  3 5 ,  1  mM DTT)  an d  e lu t ed  wi th  0 .2  
mg /mL FLAG p ep t id e  in  a f f in i ty  b uf f e r .  Th e  e lu a te  was  lo ad ed  on to  a  H iLo a d  2 6 /60  
Su pe rd ex  2 00  p g  co lu mn  (GE Hea l th ca re)  u s ing  SDX b u f f er  ( 50  mM Tr i s  (p H  8 .0) ,  15 0  
mM NaCl ,  10 % ( v /v)  g ly ce ro l ,  0 .0 5 % Br i j  3 5 ,  1  mM DTT) .  Th e  p ur i f i ed  FLAG - tag g ed  
h CDK1 2 /His - t agg ed  h C y cK co mp lex  was  con cen t r a t ed  wi th  Amico n  Ul t r a15  [MWCO:1 0 0  
k]  (Mer ck  Mi l l ip o re ) .  P ro te in  co n cen t r a t io n  was  d e te rmin ed  b y  u s in g  Co omass ie  P lu s  
(Brad fo rd )  Assay  Reag en t  (Th ermo Sc ien t i f i c )  w i th  b ov in e  se ru m a lb umin  a s  th e  s t an d a rd .  
Prepa ra t io n  o f  huma n  fu l l - l eng th  CDK1 3 .  Hu man  fu l l - l en g th  CD K13  was  p r ep a red  in -
ho u se  wi th  a  b acu lov i ru s  ex p ress io n  sy s t em .  Hu man  CDK1 3  ( r e s id u es  1 – 15 1 2  aa ,  f u l l ,  




aa ,  f u l l ,  Genb ank  Access io n  No.  NM_ 00 1 0 99 40 2 )  in  S f9  ce l l s  b y  u s in g  b acu lov i ru s  
exp ress io n  sy s t em.  CD K1 3  an d  Cy cK were  ex pressed  a s  a  f u s ion  p ro te in  wi th  a  FLAG - tag  
and  a  Hi s - t ag  a t  t he  N - termin u s ,  r e sp ec t iv e ly .  Th e  me th od s  fo r  th e  p ro d u c t io n  an d  
pu r i f i ca t ion  were  th e  same a s  d esc r ib ed  fo r  FLAG - tag g ed  h CDK1 2  and  His - t ag ged  h Cy cK 
pro te in s .  
Hum a n CDK9 ,  CDK1 2 ,  a nd  CDK1 3  enzym e  inh ib i t io n  a ssa y  us ing  the  LANCE sy s t em .  
Th e  inh ib i to ry  ac t iv i ty  o f  th e  t e s t  co mp o un d s  was  a sse ssed  by  th e  LANCE Ul t r a  a ssay ,  
wh ich  d e tec t s  th e  ATP -d ep en d en t  p ho sp h ory la t ion  o f  an  ULigh t -4 E-BP1  (Th r37 /Thr4 6)  
su b s t r a t e  p ep t id e  (1 5 0  n M) .  Br i e f ly ,  t h e  en zy me r eac t ion  was  ru n  in  r eac t io n  b uf f e r  ( 25  
mM HEPES (p H  7 .5 ) ,  10  mM Mg Cl 2 ,  0 .0 1 % BSA,  0 .0 1 % Tween  2 0 ,  1  mM DTT) .  Th e  
a ssay  was  pe r fo rmed in  38 4 -we l l  p l a t e  (6  µL)  fo rma t .  Th e  en d  co ncen t r a t io n  o f  th e  ATP 
su b s t r a t e  was  1 0  µM,  and  th a t  o f  t h e  ULig h t -4 E -BP1  (Th r3 7 /Th r46 )  sub s t r a t e  p ep t id e  was  
15 0  n M.  The  end  co ncen t r a t io n  o f  CDK9 ,  CDK 12  or  CDK1 3  was  0 .3  n M,  3 0  n M,  or  3 0  n M,  
r e sp ec t iv e ly .  P r e - in cu b a t ion  o f  th e  co mpo u nd s  an d  en zyme  was  p e r formed fo r  6 0  min  a t  
ro o m temp era tur e .  Af t e r  1 5 ,  6 0 ,  o r  9 0  min  in cu b a t ion  a t  r oo m temp era tu r e ,  t h e  r eac t io n  
was  t e rmin a ted  by  th e  add i t io n  o f  1 0  mM EDTA an d  0 .1 5  n M Eu- lab e led  an t i -p ho sp h o-
e IF4E -b in d ing  p ro te in  1  (Th r37 /46 )  an t ib od y  in  LANCE d e tec t io n  b uf f e r .  T ime- r e so lved  
f lu o rescence  ( ex c i t a t io n ,  3 20  n m;  em iss io n  d on o r ,  6 15  nm;  emiss io n  accep tor ,  66 5  n m)  
was  mo n i to red  b y  u s in g  an  En Vis io n  sp ec t ro ph o tomer  (Pe rk inE lmer ) .  The  r ead ou t  was  
ca l cu la t ed  a s  ( accep to r  co u n t s /d on or  cou n t s )  ×  1 0 00 .  Th e  IC 5 0  v a lu es  were  d e r iv ed  by  
f i t t i ng  a  s ig mo id a l  d o se - r e sp o n se  curv e  to  a  p lo t  o f  a s say  r ea do u t  ov e r  in h ib i to r  
con cen t r a t io n .  A l l  f i t s  were  co mpu ted  wi th  th e  p rog ram Pr i sm  5 .0 3  (Grap h Pad  Sof tware ,  
San  Dieg o ,  CA) .  
Hum a n CDK7  a nd  CD K8  b indi ng  a ssa y  us in g  a  Kina se  Tra cer .  Th e  in h ib i to ry  ac t iv i ty  
o f  t e s t  co mpo u nd s  was  a sse ssed  b y  u s in g  a  b in d in g  a ssay  in  wh ich  Ki n ase  Trace r  23 6  ( an  
ATP co mp e t i t i ve  inh ib i to r )  was  u sed  a s  a  p ro b e  ag a in s t  GST - tag ged  CDK7  o r  GST - tag g ed  
CDK8 .  Th e  b ou n d  to  th e  CDK7  or  CDK8  w as  d e tec ted  b y  t ime- r e so lv ed  f luo rescen ce  
r e son an ce  en e rgy  t r an s f er  ( TR-FRET)  b e twee n  a  Europ iu m - lab e l l ed  an t ib o dy  an d  Kin ase  




Br ie f ly ,  t h e  en zy me  r eac t ion  was  p e r fo rmed  in  r eac t ion  b uf f e r  ( 25  mM HEPES (p H  7 .5 ) ,  
10  mM Mg Cl 2 ,  0 .0 1 % BSA,  0 .0 1 % Tween  2 0 ,  2  mM DTT) .  Th e  a ssa y  was  pe r fo rmed in  a  
38 4 -we l l  p l a t e  (6  µL)  fo rma t .  Two mic ro l i t e r s  o f  d i f f e r en t  co n cen t r a t io n s  o f  the  t e s t  
comp ou nd s  were  ad ded  to  th e  p l a t e ,  a f t e r  wh ich  2  µL  o f  th e  an t ib o dy /k in ase  t r ace r  23 6  
mix  (8 00 - fo ld  d i lu t ed  Euro p iu m - lab e l l ed  an t i -GST an t ib od y /k in ase  t r ace r  23 6)  was  ad d ed .  
A  Kin ase  T racer  2 36  con cen t r a t io n  o f  30  n M or  2 0  n M was  u sed  fo r  CDK7  o r  CDK8 ,  
r e sp ec t iv e ly .  Af t e r  t h e  p l a t e  was  in cu b a ted  a t  ro o m tempera tu re  fo r  5  m in ,  2  µL o f  0 .5  n M 
CDK7  o r  0 .2  n M CDK 8 in  r eac t io n  b uf f e r  was  ad d ed ,  an d  th e  in cu b a t io n  was  con t in u ed  
fo r  a  fu r th er  6 0  min  b e fo re  th e  p l a t e  was  measured  and  ev a lu a ted .  T ime- r e so lv ed  
f lu o rescence  was  mo n i to r ed  a s  in  th e  sec t io n  “ Human CDK1 2 ,  CDK1 3 and  CDK9  en zyme  
inh ib i t io n  a ssay  b y  u s ing  th e  LANCE sy s t e m ” .  Th e  b in d ing  d i sp lacemen t  cu rv es  were  
f i t t ed  to  a  v a r i ab le - s lo p e  s ig mo ida l  d o se - r e sp on se  cu rv e  by  u s ing  Graph Pad  Pr i sm .  
Hum a n CDK2 /CCNA2  enzym e  inh ib i t io n  wi th  ra d iom etr ic  a ss ay .  Th e  a ssay s  fo r  
CDK2 /C CNA2  u s in g  r ad io lab e led  [ γ - 3 3 P]  ATP (GE Hea l th ca re ,  P i sca taway ,  NJ)  were  
p er formed in  9 6 -we l l  p l a t e s .  Th e  en zyme  r eac t ion  was  ru n  in  r eac t ion  bu f f er  (2 5  mM 
HEPES,  p H 7 .5 ,  w i th  1 0  mM magn es iu m ace ta t e ,  1  mM DTT)  in  a  to t a l  v o lu me  o f  5 0  μ L.  
Th e  f in a l  co n cen t r a t io n s  o f  su b s t r a t e  H i s to n e  H1  an d  ATP was  1  μg /we l l  an d  5 00  n M,  
r e sp ec t iv e ly .  Th e  f in a l  co n cen t r a t io n  o f  CD K2 /CCNA2  was  1 .8  mU/we l l .  P r io r  to  th e  
k in ase  r eac t ion ,  t h e  co mp o un d  an d  en zy me  were  in cub a ted  fo r  5  m in  a t  ro o m temp era tu r e .  
Th e  k in ase  r eac t io n s  were  in i t i a t ed  b y  th e  ad d i t io n  o f  ATP.  Af ter  i ncub a t io n  fo r  2 0  min  a t  
ro o m temp era tu r e ,  t h e  r eac t ion  was  t e rmin a ted  by  th e  ad d i t io n  o f  10 % t r i ch lo ro ace t i c  ac id  
( f in a l  con cen t r a t io n ) .  Th e  [ γ - 3 3 P]-p ho sp h ory la t ed  p ro te in s  were  f i l t e r ed  in  a  Harves t  P la t e  
(Mi l l ipo re  Co rp . )  w i th  a  Ce l l  Har v es te r  (Pe rk in E lmer)  and  th en  f r ee  [ γ - 3 3 P]  ATP was  
wash ed  ou t  w i th  3 % p ho sp ho r i c  ac id .  Th e  p la t e s  were  d r i ed  an d  4 0  μ L  o f  Mic ro Sc in t0  
(Pe rk in E lmer )  was  ad d ed .  Th e  r ad io ac t iv i ty  was  co un ted  b y  a  Top Co u n t  sc in t i l l a t io n  
cou n te r  (Pe rk in E lmer) .  
Cel lu la r  HTRF CT D pSer2  de tec t io n  a ssa y  in  hum a n brea s t  ca ncer  SK -BR-3  ce l l s .  
Hu man  breas t  can cer  SK -BR-3  ce l l s  were  ma in ta in ed  in  RPMI  1 6 4 0  su p p lemen ted  wi th  




were  sup p l i ed  in  th e  HTRF Ph o sp ho -RNA P o l  I I  (Se r2 )  Assay  Sy s tem (6 3 ADK0 00 U,  
Ci s Bio ) .  Th e  ce l l s  were  ino cu la t ed  in  a  96 -we l l  p l a t e  (Co s te r  3 5 85 )  (1 0 0 ,0 00  ce l l s  p e r  
we l l ;  1 00  µL  p er  we l l )  o r  a  38 4 -we l l  po ly -D- ly s in e  Ce l lware  p l a t e  (BD 3 5 66 40 )  (5 ,00 0  
ce l l s  p er  we l l ;  20  µL  p e r  we l l )  and  incu b a ted  a t  3 7  °C  in  a  hu mid i f i ed  5 % CO 2  i n cub a to r .  
Ce l l s  were  t r ea t ed  wi t h  co mpo un d  p er  we l l  a t  37  °C fo r  4  h  in  a  hu mid i f i ed  5 % CO 2  
i n cu b a tor .  Th e  ce l l s  w ere  wash ed  wi th  PB S( - )  an d  were  ly sed  wi th  50  µL  o r  25  µL  o f  
d i lu t ed  4 - fo ld  ly s i s  b u f f e r  con ta in ed  in  th e  Ph o sph o -RNA Po l  I I  (Se r2)  Assay  Sy s tem.  
Ly s i s  was  co n du c ted  a t  r o om temp era tur e  fo r  10  min  wi th  g en t l e  sh ak in g .  Th e  ce l l  l y sa t e  
was  t r an s f e r r ed  to  a  3 8 4 -we l l  p l a t e  ( 16  µL  pe r  we l l ;  Gre ine r  7 84 0 75 ) .  A  5 0 - fo ld  d i lu t io n  
of  an t ib od y  d e tec t ion  bu f f er  ( each  2  µL)  wa s  ad d ed  to  th e  ly sed  ce l l s .  Th e  p la t e  was  
in cu b a ted  ov e rn ig h t  a t  r oo m temp era tu r e .  Th e  p la t e s  were  an a ly zed  on  an  En Vis io n  
( ex c i t a t io n ,  3 20  n m;  emiss io n  do n or ,  61 5  nm;  emiss io n  accep to r ,  6 6 5  n m) .  Th e  inh ib i t io n  
r a t e  was  ca l cu la t ed  b ased  on  0 % co n tro l  we l l s  (DMSO - t r ea ted  ce l l  l y sa t e s )  and  1 00 %  
con t ro l  we l l s  ( ly s i s  b uf f e r ) .  Th e  da ta  an a ly s i s  was  p e r fo rmed  wi th  Grap h Pad  Pr i sm  
s t a t i s t i ca l  an a ly s i s  so f tware  u s in g  a  n o n l inea r  r eg re ss io n  equ a t io n  fo r  a  s ig mo id a l  d o se -
r e spo n se  wi th  a  v a r i ab le  s lop e .  
Cel l  v ia b i l i t y  a ssa y  in  huma n brea s t  ca ncer  SK -BR-3  ce l l s .  Th e SK -BR-3  h u man  b reas t  
can ce r  ce l l  l i n e s  were  ma in ta in ed  in  RPMI  1 6 40  (Th e rmo  F i sh e r  Sc ie n t i f i c ,  Wa l th am,  MA) .  
Th e  ce l l s  were  p urch ased  f ro m Amer ican  Typ e  Cu l tu r e  Co l l ec t ion  (Man assas ,  VA) .  Th e  
med ia  were  su pp lemen ted  wi th  1 0 % FBS ( JRH ) ,  p en ic i l l i n  (1 0 ,0 00  U/mL;  Th ermo F i sh e r  
Sc ien t i f i c ) ,  and  s t r ep to my c in  (1 0 ,0 0 0  μ g /mL;  Th e rmo  F i sh e r  Sc ien t i f i c ) .  Th e  ce l l s  were  
seed ed  an d  su b cu l tu r ed  in  1 00 -mm d iame te r  d i sh es  ev e ry  3  d ay s .  Th e  ce l l s  ( 3  ×  1 0 3 )  were  
seed ed  in to  96 -wel l  p l a t e s  an d  in cub a ted  o v ern igh t  in  50  μL  o f  cu l tu r e  med iu m.  
Su b seq u en t ly ,  50  µL  o f  each  comp ou n d  d i lu t ed  in  th e  cu l tu r e  med ium was  ad d ed  to  th e  
we l l s .  Af t e r  i n cub a t io n  fo r  72  h ,  v i ab i l i t y  was  d e te rmin ed  b y  u s i ng  th e  Ce l lT i t e r -Glo  
Lu min escen t  Ce l l  V ia b i l i t y  Assay  (P romeg a ,  Mad i so n ,  WI )  in  acco rd a n ce  wi th  th e  
man u fac tu r e r ’ s  in s t ru c t ion s .  Th e  GI 5 0  v a lu es  were  ca l cu la t ed  b y  u s i ng  Graph Pad  Pr i sm  5  




Ev a luat io n  o f  t im e-dependent  inh i b i t io n  o f  hum a n CDK1 2  us ing  the  LANCE sy s t em.  
Var io u s  co n cen t r a t io n s  o f  in h i b i to r s  in  DMS O (50  n L)  were  d i sp en sed  in  th e  a ssay  p la t e  
(p rod u c t  #  7 84 0 75 ,  Gre in er  Bio -On e)  u s in g  an  Access  Echo 5 55  l iq u id  h an d ler  (Lab s i t e ) .  
Th e  en zy mat i c  r eac t io n  was  p er formed in  r eac t ion  b u f f e r  ( 25  mM HEPES (p H 7 .5 ) ,  10  mM 
Mg Cl 2 ,  0 . 01 % Tween  2 0 ,  1  mM DTT) .  To  ev a lu a te  e f f ec t  o f  p r e in cu b a t ion  wi th  inh ib i to r s  
on  CDK1 2 inh ib i to ry  ac t iv i ty ,  2 .5  μ L of  6 0  n M CDK1 2  p ro te in  was  d i sp en sed  in to  each  
wel l  and  in cub a ted  fo r  v ar io u s  p er io d s  o f  t i me  a t  r o o m temp era tu r e .  Sub seq u en t ly ,  t h e  
enzy mat i c  r eac t ion  was  in i t i a ted  by  th e  ad d i t ion  o f  2 .5  μ L  su b s t r a t e  p r emix  (2 0  μ M ATP 
and  3 00  n M ULig h t -4 E -BP1 (Th r37 /Th r4 6 ) ) ,  and  th e  p l a t e  was  in cub a ted  fo r  6 0  min  a t  
ro o m temp era tur e .  Fo r  th e  ev a lu a t io n  o f  CDK 12  in h ib i to ry  ac t iv i ty  o f  in h ib i to r s  w i th o u t  
pre in cub a t io n ,  2 .5  μ L  o f  s ub s t r a t e  m ix tu re  was  ad d ed  to  th e  p l a t e ,  f o l lo wed  b y  th e  
add i t io n  o f  2 .5  μ L  o f  6 0  n M CDK1 2  pro te in  an d  in cu b a t ion  fo r  6 0  min  a t  ro o m 
temp era tur e .  Th e  f in a l  con cen t r a t io n s  o f  CDK 12 ,  ATP,  an d  p ep t id e  were  3 0  n M,  1 0  μ M,  
and  15 0  n M,  r e sp ec t iv e ly .  Th e  en zy mat i c  r eac t ion  was  t e rmin a ted  b y  th e  ad d i t ion  o f  5  μ L 
LANCE d e tec t io n  b uf f e r  ( 2 0  mM EDTA ( f in a l  10  mM)  an d  0 .3 0  n M Eu - labe led  an t i -
ph o sph o -eIF4 E -b in d ing  pro te in  1  (Th r3 7 /4 6 )  an t ib o dy  ( f in a l  0 .15  n M)) .  Th e  p la t e  was  
in cu b a ted  for  60  min  a t  r oo m temp era tur e  an d  t h e  t ime - r e so lv ed  f luo rescen ce  was  
mo n i to red  by  u s in g  an  En Vis io n  p la t e  r ead e r .  Th e  so lu t io n  in  each  we l l  was  ex c i t ed  wi th  
a  l a se r  ( λ  =  33 7  n m)  r e f l ec t ed  b y  a  d i ch ro ic  m i r ro r  (D4 00 /D6 30  (Pe rk in E lmer ) ) ,  an d  th e  
f lu o rescence  s ig na l s  f rom Eu  an d  ULigh t  were  d e tec ted  b y  u s in g  two emiss io n  f i l t e r s  
(Cy5  6 20  (Pe rk in E lmer )  f o r  Eu  and  APC 6 6 5  (Pe rk in E lmer )  fo r  ULigh t ) .  Th e  v a lues  fo r  
th e  0 % an d  1 0 0 % con t ro l s  were  th e  s ig n a l s  ob ta in ed  in  th e  p r e sen ce  an d  ab sen ce  of  
CDK1 2  p ro te in ,  r e sp ec t iv e ly .  Th e  inh ib i t ion  a t  each  i n h ib i to r  co n cen t r a t ion  was  
d e termin ed  in  qu ad ru p l i ca t e .  Th e  IC 5 0  v a lues  were  d e r iv ed  f ro m the  f i t t i n g  a  s ig mo id a l  
do se - r e sp on se  cu rv e  to  a  p lo t  o f  t h e  a ssay  r eado u t  o v e r  th e  inh ib i to r  co n cen t r a t ion .  A l l  
f i t s  were  co mpu ted  b y  Grap h Pad  Pr i sm .  
Cry sta l lo g ra phy   
Pro te in  ex press io n  a n d  pur i f i ca t io n  fo r  cry s ta l log ra phy .  Th e  cDNAs en co d ing  hu man 




amp l i f i ed  by  the  p o ly merase  ch a in  reac t io n  an d  su b c lo n ed  in to  th e  p l a smid  p Fas tBacDu a l  
( In v i t ro g en ) .  Th e  CDK 12  co d ing  sequ en ce  was  in se r t ed  af t e r  t h e  p o ly h edron  pro mo te r  
(Pp H) ,  wh ereas  Cy cK  was  p laced  b eh in d  th e  p 10  p ro mo te r  (Pp 10 ) .  To  en ab le  th e  
pu r i f i ca t ion  of  th e  co mp lex ,  th e  cod in g  seq u en ces  were  each  eng in eered  wi th  an  N -
te rmin a l  G lu ta th io n e -S - t r an s f e r a se  (GST)  a f f in i ty  t ag  th a t  i n c lud es  a  r eco g n i t ion  
seq uen ce  for  th e  TEV p ro tease  fo r  c l eav ag e  an d  r emo v a l  o f  GST fu s io n  pa r tn e r  p ro te in .  I n  
add i t io n ,  t h e  cDNA en cod in g  S .  ce rev i s ia e  CDK -ac t iva t in g  k in ase  (C AK1 p)  en comp ass in g  
r e s idu es  2 – 36 8  was  a mp l i f i ed  and  su b c lon ed  in to  th e  p l a smid  p Fas tBac .  Th e  CAK1 p  
con s t ru c t  was  en g in ee red  wi th  an  N - te rmin a l  6 X-His  a f f in i ty  t ag  an d  a  TEV reco g n i t ion  
seq uen ce  to  fac i l i t a t e  pu r i f i ca t ion  in  th e  ev en t  tha t  t h e  i so la t ed  CA K1p  was  r eq u i r ed  for  
in  v i t r o  exp e r imen t s .  Af t e r  co n s t ru c t ion ,  t h e  c lo n ed  in se r t s  wer e  v er i f i ed  by  DNA 
seq uen ce  an a ly s i s .  Recomb in an t  v i ru ses  were  g en e ra t ed  u s ing  th e  Ba c - to -Bac  b acu lo v i ru s  
exp ress io n  sy s t em ( In v i t ro g en ) .  H ig h - t i t e r  v i ru ses  en cod in g  CDK1 2 /Cy cK an d  CAK1 p  
were  mixed  in  a  1 :1  r a t io  and  Hi5  ce l l s  were  in f ec ted  to  exp ress  th e  r eco mb in an t  p ro te in s .  
Th e  CAK1 p  was  in c lud ed  d ur in g  ex press io n  a s  th e  p h o sph o ry la t ion  of  CDK1 2  was  
r ep o r t ed  to  f ac i l i t a t e  c ry s t a l l i za t io n  (Bö sk en  e t  a l . ,  2 01 4 ) .  Th e  in f ec ted  Hi5  ce l l s  were  
h arv es t ed  66  h  a f t e r  t h e  ad d i t io n  of  th e  v i ru ses .  A  ce l l  p e l l e t  g en era t ed  f ro m a  1 0  L  
cu l tu r e  o f  H i5  ce l l s  wa s  h omo g en ized  in  1  L  o f  ly sa t e  bu f f er  ( 25  mM HEPES (p H 7 .6 ) ,  0 .5  
M NaCl ,  0 .2 5  m M TC EP,  and  5 % g ly ce ro l ;  a l l  ch emica l s  were  p urchased  f ro m S ig ma -
Ald r i ch )  sup p lemen ted  wi th  p ro tease  in h ib i to r s  (Ro ch e ) .  The  ly sa te  was  c l a r i f i ed  by  
cen t r i f ug a t io n  an d  th e  r e su l t in g  su p ern a tan t  was  a f f in i ty  pu r i f i ed  by  u s ing  g lu ta th io n e  
sep ha ro se  (GE Hea l t h ca re) .  Th e  g lu ta th ion e  a f f in i ty  co lu mn  was  wash ed  wi th  5 0  vo lu mes  
of  ly sa t e  b uf f e r  in  th e  ab sen ce  o f  p ro tease  inh ib i to r s .  To  r emo v e  th e  GST - tag ,  t h e  co lumn  
was  in cub a ted  wi th  TEV pro tease  ov e rn ig h t  d ur in g  an  o n -co lu mn  c leav ag e  s t ep  an d  th e  
fo l lo win g  d ay  th e  CDK 12 /Cy cK pro te in  co mp lex  was  e lu t ed  wi th  bu f f er  (2 5  mM HEPES 
p H 7 .6 ,  0 .4  M NaCl ,  0 .5  mM TCEP,  5 % g ly ce ro l ) .  Th e  comp lex  was  fu r th e r  p ur i f i ed  in  
th i s  bu f f er  by  p assag e  th ro ug h  a  s i ze  ex c lu s ion  co lu mn (Su p erd ex  2 00 ,  GE  Hea l th ca re ) .  
Th e  p eak  f r ac t io n s  f r o m s i ze  ex c lu s io n  ch ro ma to g rap h y  th a t  con ta in ed  th e  CDK1 2 /Cy cK 




pu r i f i ed  co mp lex  b y  mass  sp ec t ro me t ry  d emo n s t r a t ed  th a t  CDK1 2  was  p ho sp h ory la t ed  
(d a ta  no t  sh o wn) .    
Cry sta l l i za t io n a nd  X - ray  s t ruc ture  a na ly s i s .  Pr io r  to  se t t i n g  u p  cry s t a l l i za t io n  t r i a l s ,  a  
CDK1 2 /Cy cK -comp ou n d t e rn ary  co mp lex  was  g en e ra t ed  b y  the  add i t ion  of  a  mac ro cy c l i c  
ATP-comp e t i t i v e  co mp ou nd  ( th e  id en t i ty  o f  th i s  t o o l  co mp o un d  i s  n o t  d i sc lo sed )  fo l lo wed  
by  co -con cen t r a t ion  u s ing  an  Amico n  co n cen t r a to r  (EMD -Mi l l ip o re)  to  p ro d uce  a  f in a l  
con cen t r a t io n  o f  12  mg /mL.  Cry s ta l l i za t io n  w as  p e r fo rmed  u s ing  th e  h an g in g  dro p  v apo r  
d i f fu s ion  me th o d  wi th  a  r e se rvo i r  so lu t io n  co mp o sed  o f  0 .1  M HEPES (p H 6 .5) ,  1 8 % PEG 
33 50 ,  0 .2  M Mg Cl 2 ,  and  1  mM sa rco s in e  ( th e  ad d i t iv e  sa r co s in e  and  PEG3 35 0  so lu t io n  
were  p u rch ased  f ro m Hamp to n  Resea rch) .  The  c ry s t a l s  were  g ro wn  a t  25  °C an d  r each in g  
th e i r  max imu m s ize  wi th in  1  mon th .  Th e  cry s t a l s  o f  CDK1 2 /Cy cK were  b ack so ak ed  wi th  
mo th e r  l i q uo r  su p p lemen ted  wi th  2  mM co mpo un d  1 8  b y  t r an s f e r r ing  th e  c ry s t a l s  i n to  
f r e sh  comp ou nd /mo th er  l iq u or  so lu t ion  o n ce  p e r  d ay  fo r  f iv e  co n secu t iv e  d ay s .  Af t e r  th e  
so ak in g  r eg imen ,  th e  c ry s t a l s  were  c ry o -p ro tec ted  by  r ap id  t r an s f e r  in to  a  r e se rvo i r  
so lu t ion  su p p lemen ted  wi th  2 5 % e th y len e  g ly co l  and  r ap id ly  f l a sh - coo led  in  ALS -s ty le  
pu ck s  th a t  were  su b merg ed  in  l i q u id  n i t ro g en .  Th e  d i f f r ac t io n  d a ta  were  co l l ec t ed  a t  
Adv an ced  L igh t  Sou rce  b eaml ine  5 .0 .3  (Law ren ce  Berk e ley ’ s  Na t io n a l  Labo ra tory )  and  
pro cessed  u s in g  th e  HKL20 00  so f tware  p ackag e  (Otwin o wsk i  e t  a l . ,  19 97 ) .  Th e  s t ru c tu r e  
was  so lved  b y  mo lecu la r  r ep lacemen t  wi th  P h ase r  (McCoy  e t  a l . ,  2 00 7 )  u s ing  s t ep wise  
sea r ches  wi th  th e  co ord in a te s  o f  CDK1 2  fo l l o wed  b y  Cy cK (b o th  mo d e l s  d e r iv ed  f ro m 
PDB co d e :4 NST) .  Th e  gr aph ic s  p ro g ram COO T  (Emsley  e t  a l . ,  2 00 4 )  was  u sed  fo r  mod e l  
bu i ld ing  an d  re f in emen t  was  p e r fo rmed  wi th  REFMAC5  (Mu rsh ud o v  e t  a l . ,  1 9 97 ) .  Ph ase r  
and  REFMAC5  a re  d i s t r ibu ted  a s  p a r t  o f  CC P4  (Co l l ab o ra t iv e  Co mpu t in g  Pro jec t  The  
CCP4  su i t e ,  2 0 1 0) .  S t ru c tu r a l  v a l id a t io n  was  p er formed  b y  u s ing  Mo lpro b i ty  (Ch en  e t  a l . ,  
20 10 ) .  Re f in emen t  s t a t i s t i c s  a r e  r ep o r t ed  in  Tab le  2 -11  an d  an  imag e  of  th e  o m i t  e l ec t ron  






Ta ble  2 -1 1 .  X- r ay  d a ta  co l l ec t io n  an d  re f in emen t  s t a t i s t i c s .  
X-Ra y  S t ruc t ure  
Da ta  co l l ec t io n  
Reso lut io n  ra ng e  (Å)   
Spa ce  g ro up    
Ce l l  d im ens io ns:   
a ,  b ,  c  (Å)   
α,  β ,  γ  ( º )    
R s y m   
<I  /  σ I >    
Com ple teness  (%)   
Redunda ncy   
Struc tu re  Ref inement  
Reso lut io n  (Å)    
No .  re f l ec t io ns   
No .  re f l ec t io ns  Rfree  t e s t  se t  
Rwo rk  /  Rfree   
No .  a to m s:    
  Pro te in    
  L iga nd  
  Mg  Io ns  
  Wa ters    
Mea n  B Va lue  (Å 2 )   
Pro te in  B  Va lue  (Å 2 )  
L ig a nd  B Va lue  (Å 2 )  
Mg  Io ns  B  Va lue  (Å 2 )  
Wa ter  B  Va lue  (Å 2 )  
RMS Bo n d l eng ths  (Å)   
RMS Bo n d a ng le s  ( º )  
Ram a cha ndra n  s tat i s t i c s :  
  Fa vo red  (%)  
CDK1 2 /Cy cK - 18  /PDB CODE:  6 CKX  
 
50 -2 .7 5  (2 .8 -2 .75 )  
P2 1 2 1 2 1  
 
96 .59 6 ,  1 07 .53 0 ,  1 38 .3 24  
90 .00 0 ,  9 0 .0 00 ,  9 0 .00 0  
10 .7  (10 0 )  
13 .9  (1 .0 5)  
99 .9  (99 .8)  
6 .9  (6 .7 )  
 
45 .64 -2 .8 0  
34 ,37 5  
1 ,8 13  
20 .8 /2 5 .1  
 




87 .3  
87 .3  
94 .9  
81 .5  
67 .0  
0 .0 10  
1 .3 7  
 




  Out l i er s  (%)   0 .1 9  
* Valu es  in  p a r en th eses  a r e  fo r  h ig h es t - r e so lu t ion  sh e l l .  
  
F ig ure  2 -14 .  Omi t  e l ec t ro n  d en s i ty  Fo -Fc  map  ( r end e red  a s  mesh )  was  g en era t ed  b y  
omi t t in g  a to ms  co r r e spo nd in g  to  th e  co mp o un d (d i sp lay ed  a s  g r een  s t i ck s ) .  Map i s  
con to ured  a t  ±  3 .0  σ .  F igu re  was  c rea ted  u s in g  Py mo l .  
Com puta t io na l  Chem is t ry  
Mo lecu la r  do ck ing  mo de l  o f  com po und  1  wi th  CDK12 .  M od e l in g  an d  do ck ing  
ca lcu la t io n s  were  p e r formed by  u s ing  th e  Sc hrö d in g e r  so f tware  su i t e  (Re lease  2 0 13 -2) .  
Th e  c ry s t a l  s t r u c tu r e  o f  th e  h u man  CDK1 2 -C y c K co mp lex  (PDB ID: 4 CXA)  in c lud es  two  
CDK1 2  mo lecu le s  ( ch a in  A  an d  ch a in  C) .  Ch a in  C  was  u sed  a s  a  t emp la te  f o r  d o ck in g  
b ecau se  the  ATP b in d ing  s i t e  was  mo re  op en  th an  ch a in  A ,  in  wh ich  th e  ATP s i t e  i s  
o cc lu d ed  b y  th e  C - t e rmin a l  seg men t  (Dix on -Cl a rk e  e t  a l . ,  2 01 5 ) .  Th e  miss in g  s id e  ch a in s  
o f  th e  c ry s t a l  s t r u c tu r e  were  mod e led  by  u s in g  Pr ime.  A l l  wa te r  mo lecu le s  were  r emo v ed  
b efo re  d o ck in g .  Th e  comp ou nd  s t ru c tu r e  was  p r ep a red  fo r  d o ck in g  b y  u s ing  L ig Prep  




p a t t e rn s :  [ #1 ] [N -0 X3 ][c -0 X3 ][n -0 X2 ]  =  0 .0  and  [# 1 ] [C -0 X4 ][N -0 X3] [#1 ]  =  1 4 5 .8 .  Th e  
do ck ed  p o se  w as  th en  min imized  u s ing  th e  lo ca l  o p t im iza t ion  f ea tur e  u s in g  Mo lecu la r  
Op era t in g  En v iro nmen t  (MOE)  20 13 .08 .   
Mo lecu la r  do ck ing  m o de l  o f  com po und 1  wi th  CDK2 .  Th e  d o ck ing  ca lcu la t io n s  were  
p er formed u s ing  the  Schrö d in g e r  so f tware  su i t e  (Re lease  2 01 4-3 ) .  Th e  c ry s t a l  s t ru c tu r e  o f  
hu man CDK2  wi th  a  d i amino p yr imid in e  inh ib i to r  (PDB ID: 2 FVD)  was  u sed .  Th e  
comp ou nd  s t ru c tu re  u sed  was  th e  same  a s  th a t  u sed  fo r  th e  CDK1 2  do ck ing  s tu dy  ab ov e  
and  d o ck ed  b y  u s in g  Gl id e  in  SP  mo d e  wi th  core  co n s t r a in t s  d e termin ed  b y  th e  SMARTS  
p a t t e rn  S (=O)(=O)N(C C1 )CCC1 Nc2 n cccc2 ,  w h ich  was  co n s i s t en t  w i th  th e  con forma t io n 
of  th e  d i amin o py r imid in e  in h ib i to r  in  2 FVD .  Th e  d o ck ed  po se  w as  t h en  min imized  u s in g  
th e  lo ca l  op t im iza t io n  f ea tur e  u s ing  MOE 20 13 .0 8 .  
Mo lecu la r  do ck ing  o f  com po und 2 3  wi th  CD K1 2 .  Th e X- ray  s t ru c tu r e  o f  CDK1 2  k in ase  
do main  in  co mp lex  wi th  18  was  u sed  for  d o ck ing  s tu d ie s .  Th e  l ig and  2 3  an d  pro te in  were  
p r ep a red  in  acco rd an ce  wi th  th e  s t an d ard  p ro to co l  u s in g  Maes t ro  2 01 5 -0 3  (Schro d in g e r  
so f tware) .  Twen ty  do ck in g  mod es  were  o u tp u t  in  Gl id e  SP  mo d e ,  wh ich  were  fu r th e r  
r e f in ed  u s in g  Gl id e  XP mod e .  A l l  d o ck in g  ca lcu la t io n s  were  p er formed  u s in g  d efau l t  
se t t i n g s .  Th e  o b ta in ed  20  mod es  were  r e sco red  b y  th e  in -ho u se  MM GBSA ca lcu la t io n  to o l  
b ased  on  AMBER  (Sa l omo n-Fe r r e r  e t  a l . ,  20 13 )  an d  th e  p o se  wi th  th e  b es t  score  was  
se l ec t ed  a s  th e  p r e su med b in d ing  po se .  Th e  common  pa r t i a l  s t r u c tur e  o f  th e  p r ed ic t ed  
po se  o f  2 3  wel l  ov e r l app ed  wi th  th a t  o f  1 8 ,  wh ich  su p po r t s  t h a t  t h i s  do ck in g  po se  i s  
r ea son ab le .  
Chem is try  
Genera l .  Pro to n  n u c lea r  mag n e t i c  r e so n an ce  ( 1 H NMR)  sp ec t r a  were  r eco rd ed  on  Bru k er  
AVANCE -3 00  (3 00  M Hz) ,  Bruk e r  AVANCE - 40 0  (4 0 0  MHz) ,  an d  Bruk e r  AVANCE -6 0 0  
(6 0 0  MHz) ,  an d  ca rbo n  n u c lear  mag ne t i c  r e so n an ce  ( 1 3 C NMR)  sp ec t r a  were  r eco rd ed  o n  
Bruk e r  AVANCE -3 00  ( 75  MHz)  an d  Bru k er  AVANCE -6 00  (1 5 1  MHz)  in  CDCl 3  o r  DMSO -
d 6  so lu t ion .  Ch emica l  sh i f t s  a r e  g iv en  in  p a r t s  p er  m i l l io n  (pp m)  wi th  t e t r ame th y l s i l an e  a s  




t r i p l e t ,  m  =  mu l t ip l e t ,  dd  =  d ou b le t  o f  d ou b le t s ,  t t  =  t r ip l e t  o f  t r ip l e t s ,  q  =  qu a r t e t ,  b r s  =  
bro ad  s in g le t .  Co up l in g  co n s tan t s  ( J  v a lu es )  a r e  g iv en  in  h e r t z  (Hz) .  Lo w - reso lu t io n  mass  
sp ec t r a  (MS)  w ere  acq u i r ed  u s ing  an  Ag i l en t  LC/MS sy s tem 
(Ag i l en t1 20 0 SL/Ag i l en t61 3 0 MS ,  Ag i l en t1 20 0 SL/Ag i l en t1 95 6 MS ,  or  
Ag i l en t1 20 0 SL/Ag i l en t61 10 MS)  or  Sh imad zu  UFLC/MS (Pro min en ce  UFLC h ig h  p r e ssu re  
g r ad ien t  sy s t em/LCMS -2 0 20 )  op e ra t ing  in  an  e l ec t ro sp ray  io n iza t io n  mo d e  (ESI+) .  Th e  
co lu mn  u sed  was  an  L - co lu mn  2  ODS (3 .0  ×  5 0  mm I .D . ,  3  μ m,  CERI )  wi th  a  t emp era tu r e  
of  40  °C an d  a  f lo w r a t e  o f  1 .2  o r  1 .5  m L/min .  Con d i t io n  1 :  Mo b i l e  p h ases  A  an d  B  un d er  
an  ac id ic  co n d i t ion  were  0 .0 5 % TFA in  wa te r  and  0 .05 % TFA in  MeC N,  r e sp ec t ive ly .  Th e  
r a t io  o f  mo b i l e  p h ase  B  was  in c r eased  l in ear l y  f rom 5  to  9 0 % ov e r  0 .9  min ,  9 0 % ov e r  th e  
n ex t  1 .1  m in .  Co n d i t ion  2 :  Mo b i l e  p hases  A  an d  B  u n d er  a  n eu t r a l  co nd i t io n  were  a  
m ix tu re  o f  5  mmo l /L  AcONH 4  and  MeCN (9 /1 ,  v /v )  and  a  m ix tu re  o f  5  mmo l /L  AcONH 4  
and  MeCN (1 /9 ,  v /v ) ,  r e sp ec t iv e ly .  Th e  r a t io  o f  mo b i l e  ph ase  B  wa s  in c r eased  l in ear ly  
f ro m 5  to  90 % ov e r  0 .9  min ,  90 % o v er  the  n ex t  1 .1  m in .  Th e  p u r i t i e s  o f  a l l  co mpo un d s  
t e s t ed  in  b io lo g ica l  sy s t ems  were  a sse ssed  a s  b e in g  >9 5 % u s ing  e l emen ta l  an a ly s i s  o r  
ana ly t i ca l  HPLC.  E lemen ta l  ana ly ses  were  ca r r i ed  o u t  b y  Su mik a  Ch emica l  An a ly s i s  
Se rv ice  o r  To ray  Res ea rch  Cen ter  and  were  wi th in  0 .4 % o f  th e  th eo re t i ca l  v a lu es .  
An a ly t i ca l  HPLC were  ca r r i ed  o u t  u s in g  HPLC wi th  NQA D (Nano  Qu a l i ty  An a ly te  
De tec tor )  o r  Co ro n a  CAD (Ch arg ed  Aero so l  De tec tor ) .  Th e  co lu mn  was  an  L -co lu mn  2  
ODS (30  ×  2 .1  mm I .D . ,  CERI )  o r  a  Cap ce l l  P ak  C1 8 AQ (50  mm ×  3 .0  mm I .D. ,  Sh i se id o )  
wi th  a  t emp era tu r e  o f  5 0  °C and  a  f lo w r a t e  o f  0 .5  m L/min .  Mo b i l e  p h ases  A  and  B  u n d er  
a  n eu t r a l  co nd i t io n  were  a  m ix ture  o f  5 0  mmo l /L  AcONH 4 ,  wa te r  and  MeCN  (1 /8 /1 ,  v /v /v )  
and  a  m ix tu re  o f  5 0  mmo l /L  AcONH 4  an d  MeCN (1 /9 ,  v /v ) ,  r e sp ec t iv e ly .  The  r a t io  o f  
mo b i l e  ph ase  B  wa s  in c r eased  l in ea r ly  f rom 5  to  9 5 % ov e r  3  m in ,  9 5 % ov e r  the  n ex t  1  m in .  
Reac t io n  p ro g ress  was  d e termin ed  by  th in  l ay e r  ch ro ma tog raph y  (TLC)  ana ly s i s  o n  Merck  
Kiese lg e l  6 0  F25 4  p la t e s  o r  Fu j i  S i ly s i a  NH  p la t e s .  Ch roma to grap h ic  p u r i f i ca t io n  was  
ca r r i ed  ou t  o n  s i l i ca  g e l  co lu mn s  ( (Merck  Kiese lg e l  60 ,  7 0‒ 23 0  mesh  or  2 30 ‒ 40 0  mesh ,  
Merck ) ,  (Ch romato rex  NH -DM 1 02 0 ,  1 00 ‒ 2 00  mesh ,  Fu j i  S i ly s i a  Ch emica l ) ,  ( I n j ec t  
co lu mn and  Un iv e r sa l  co lu mn,  YAMAZEN ,  h t tp : / /y amazenu sa . co m/prod u c t s / co lumn s / ) ,  o r  




was  p e r fo rmed  u s in g  a  Gi l so n  Prep a ra t iv e  HP LC Sy s tem wi th  UV d e tec tor  ( 2 20  and  2 5 4  
nm) .  Mob i l e  ph ases  A  and  B  u nd e r  a  b as i c  co nd i t io n  were  0 .0 22 5 % aqu eou s  fo rmic  ac id  
so lu t ion  and  MeCN,  r e sp ec t iv e ly .  Th e  r a t io  o f  mo b i l e  p h ase  B  was  in cr eased  l in ea r ly  in  
15  min .  Th e  co lu mn  u sed  was  a  Synergi C1 8  (1 50  ×  25  mm I .D . ,  10  μ m,  Ph en omen ex ) ,  an d  
a  f lo w r a t e  o f  25  m L/min .  A l l  co mmerc ia l ly  av a i l ab le  so lv en t s  an d  r eag en t s  were  u sed  
wi th ou t  fu r the r  p u r i f i ca t ion .  Y ie ld s  were  n o t  o p t im ized .  Stauro sp o r in e  was  p u rch ased  
f ro m En zo  L i f e  Sc ien ces  In c . ,  an d  Ib u lo cy d in e  was  pu rch ased  f ro m Med ic i lo n  In c .  ( f ee  
fo r  se rv ice ) .  3  (THZ -5 31 )  was  sy n th es i zed  accord ing  to  th e  l i t e r a tu r e  p ro cedu re   (Zh an g  
e t  a l . ,  20 16 ) .  
6- ( (1 - ( (4 - (1 -Methy l -1 H-py ra zo l -4 -y l )pheny l ) su l fo ny l )p iper id in -4 -
y l )am ino )n ico t ino ni t r i l e  ( 1 ) .  A  mix tu re  o f  3 2  ( 30 0  mg ,  0 .8 4 1  mmo l ) ,  DIPEA (0 .8 79  mL,  
5 .0 4  mmo l) ,  and  6 - f luo ro n ico t in o n i t r i l e  ( 30 8  mg ,  2 .5 2  mmo l)  in  NMP (5  mL)  was  s t i r r ed  
a t  1 2 0  °C fo r  7  h .  Th e  mix ture  was  po u red  in to  wa te r  an d  ex t r ac t ed  wi th  E tOAc .  Th e  
org an ic  l ay e r  was  sep a ra t ed ,  wash ed  wi th  wa te r  an d  br in e ,  d r i ed  o v e r  Mg SO 4 ,  an d  
con cen t r a t ed .  Th e  r e s idu e  was  p ur i f i ed  b y  NH s i l i ca  g e l  co lu mn  ch roma to grap hy  
(h ex an e /E tOAc  =  95 /5  to  0 /1 0 0)  an d  so l id i f i ed  wi th  h ex an e /E tOH to  g iv e  1  (2 60  mg ,  73 %)  
a s  a  wh i t e  so l id .  1 H N MR  ( 3 00  MHz,  DMSO - d 6 )  δ  1 .37 – 1 .6 0  ( m ,  2 H) ,  1 .86 –2 .04  ( m ,  2 H) ,  
2 .5 1– 2 .6 2  (m ,  2 H) ,  3 .5 3  (d ,  J  =  1 2 .1  Hz ,  2 H) ,  3 .6 9– 3 .8 5  (m ,  1 H) ,  3 .89  ( s ,  3 H) ,  6 .5 1  (d ,  J  
=  8 .9  Hz ,  1 H) ,  7 .5 5  (d ,  J  =  7 .2  Hz ,  1 H) ,  7 .59 – 7 .6 7  ( m,  1 H) ,  7 .7 0  (d ,  J  =  8 .1  Hz ,  2 H) ,  7 .8 2  
(d ,  J  =  8 .1  Hz ,  2 H) ,  8 .0 1  ( s ,  1 H) ,  8 .32  ( s ,  2 H) .  1 3 C NM R (1 51  MH z,  DMSO -d 6 )  δ  30 .3  
(2 C) ,  3 8 .7 ,  4 4 .7  (2 C) ,  46 .1 ,  9 4 .5 ,  1 1 8 .9 ,  1 2 0 .3 ,  1 2 5 .2  (2 C) ,  12 8 .1  (2 C) ,  12 8 .9 ,  13 2 .4 ,  
13 6 .6 ,  1 3 7 .3 ,  1 38 .5 ,  1 52 .9 ,  15 9 .1 .  1 C was  n o t  o b se rv ed .  MS m / z  4 23 .2  (M + H) + .  Ana l .  
Ca lcd  fo r  C 2 1 H 2 2 N 6 O 2 S :  C ,  5 9 .7 0 ;  H ,  5 .25 ;  N ,  1 9 .8 9 .  Fo un d :  C ,  5 9 .5 8 ;  H ,  5 .3 4 ;  N ,  1 9 .7 7 .  
X - ray  c ry s t a l  s t r u c tu r e  i s  av a i l ab le  ( CCD C 1 83 59 92 ) .  
3-Benzy l -1 - ( t ra ns -4 - ( (5 - cya no py r id in -2 -y l )a mino )cy c lo hex y l ) -1 - (4 - (1 -m ethy l -6 -ox o -
1 ,6 -d ihy dro py r id in -3 -y l )pheny l )urea  (2 ) .  A  mix ture  o f  4 3  ( 20 3  mg ,  0 . 40 2  mmo l) ,  4 4  
(1 2 3  mg ,  0 . 52 3  mmo l) ,  p o ta ss iu m ace ta t e  (7 9  mg ,  0 .8 04  mmo l ) ,  and  Pd (dp p f )Cl 2 ·CH 2 Cl 2  
(3 2 .9  mg ,  0 .0 4 02  mmo l )  in  NMP (10  mL)  was  s t i r r ed  a t  10 0  °C u nd e r  Ar  o v ern igh t .  Th e  
r eac t io n  mix tu re  was  coo led  to  roo m tempera tur e  and  i n so lub le  ma te r i a l s  were  f i l t e r ed  o f f .  




sep a ra t ed ,  was h ed  wi th  wa te r  an d  br in e ,  d r i ed  ov e r  Na 2 SO 4 ,  an d  co n cen t r a t ed .  The  re s id u e  
was  p ur i f i ed  b y  s i l i ca  g e l  co lu mn  chro ma to g raph y  ( h ex an e /E tOAc  =  70 /30  to  0 /1 0 0 )  to  
g iv e  2  ( 74  mg ,  35 %)  a s  a  g r ay i sh  wh i t e  so l id .  1 H NMR (6 0 0  MHz,  DMSO -d 6 )  δ  1 .0 7 –1 .20  
(m ,  2 H) ,  1 .27 – 1 .3 8  (m ,  2 H) ,  1 .8 3  (d ,  J  =  1 1 .4  Hz ,  2 H) ,  1 .9 2  (d ,  J  =  11 .4  Hz ,  2 H) ,  3 .4 5 –
3 .5 2  (m ,  1 H) ,  3 .5 2  ( s ,  3 H) ,  4 .1 6  (d ,  J  =  5 .9  H z ,  2 H) ,  4 .30  ( t t ,  J  =  1 2 .1 ,  3 .5  Hz ,  1 H) ,  5 .8 2  
( t ,  J  =  6 .1  Hz ,  1 H) ,  6 .4 7  (d ,  J  =  8 .8  Hz ,  1 H) ,  6 .5 0  (d ,  J  =  9 .2  Hz ,  1 H) ,  7 .16 – 7 .2 0  (m ,  3 H) ,  
7 .2 2  (d ,  J  =  8 .4  Hz ,  2 H) ,  7 .2 6 –7 .29  (m,  2 H) ,  7 .47  (d ,  J  =  6 .6  Hz,  1 H) ,  7 .6 0  (d d ,  J  =  8 .8 ,  
1 .8  Hz ,  1 H) ,  7 .66  (d ,  J  =  8 .8  Hz,  2 H) ,  7 .8 7  (d d ,  J  =  9 .4 ,  2 .8  Hz,  1 H) ,  8 .1 8  (d ,  J  =  2 .9  Hz ,  
1 H) ,  8 .2 9  (d ,  J  =  1 .8  Hz ,  1 H) .  1 3 C NMR (1 5 1  MHz,  DMSO -d 6 )  δ  3 0 .1  (2 C) ,  3 1 .2  (2 C) ,  
37 .0 ,  43 .4 ,  48 .5 ,  5 3 .1 ,  9 3 .9 ,  1 0 8 .8 ,  1 16 .9 ,  1 19 .0 ,  11 9 .2 ,  1 2 6 .0  (2 C ) ,  12 6 .2 ,  1 2 6 .7  (2 C) ,  
12 7 .9  (2 C) ,  1 3 1 .5  (2 C ) ,  1 35 .5 ,  1 36 .6 ,  1 3 7 .5 ,  13 8 .3 ,  13 8 .6 ,  14 1 .1 ,  15 3 .0 ,  15 6 .4 ,  15 9 .1 ,  
16 1 .1 .  MS m / z  5 33 .3  (M +  H) + .  An a l .  Ca lcd  for  C 3 2 H 3 2 N 6 O 2 ·0 .5 H 2 O:  C,  7 0 .9 6 ;  H ,  6 .1 4 ;  N ,  
15 .52 .  Fou n d :  C ,  7 1 .0 2 ;  H ,  6 .2 9 ;  N ,  1 5 .4 0 .  
4- ( (1 - ( (4 - (1 -Methy l -1 H-py ra zo l -4 -y l )pheny l ) su l fo ny l )p iper id in -4 -
y l )am ino )benzo ni t r i l e  (5 ) .  
A  mix tu re  o f  4 - f lu oro b enzo n i t r i l e  ( 1 54  mg,  1 .2 7  mmo l ) ,  3 2  (2 00  mg,  0 .5 6 0  mmo l ) ,  and  
K 2 CO 3  ( 2 11  mg ,  1 .53  mmo l )  in  DMSO (4  mL)  was  s t i r r ed  a t  1 2 0  °C fo r  4  h .  The  mix ture  
was  po u red  in to  wa te r  an d  ex t r ac t ed  wi th  E tOAc .  Th e  org an ic  l ay e r  was  wash ed  wi th  
wa te r  an d  b r in e ,  d r i ed  ov e r  Na 2 SO 4 ,  and  con cen t r a t ed .  Th e  r e s id u e  was  p ur i f i ed  b y  s i l i ca  
g e l  co lu mn  ch roma to graph y  ( h ex an e /E tOAc  =  50 /5 0  to  0 /1 00 )  to  g iv e  5  (2 2  mg ,  9 %)  a s  a  
wh i t e  so l id .  1 H NMR  ( 30 0  MHz,  DMSO -d 6 )  δ  1 .3 2 –1 .52  ( m ,  2 H) ,  1 .93  (d ,  J  =  10 .8  Hz ,  
2 H) ,  2 .5 2– 2 .5 9  ( m ,  2 H) ,  3 .3 4 – 3 .4 4  ( m ,  1 H) ,  3 .5 0 – 3 .6 3  ( m ,  2 H) ,  3 .8 9  ( s ,  3 H) ,  6 .53 – 6 .6 6  
(m ,  3 H) ,  7 .3 8  (d ,  J  =  8 .8  Hz ,  2 H) ,  7 .7 0  (d ,  J  =  8 .3  Hz ,  2 H) ,  7 .83  (d ,  J  =  8 .7  Hz ,  2 H) ,  8 .01  
(d ,  J  =  0 .6  Hz ,  1 H) ,  8 .32  ( b r s ,  1 H) .  1 3 C NMR (7 5  MHz,  DMSO -d 6 )  δ  31 .0  (2 C) ,  3 9 .3 ,  4 5 .4  
(2 C) ,  4 7 .7 ,  9 6 .0 ,  1 12 .6  (2 C) ,  12 0 .9 ,  1 21 .0 ,  1 25 .8  (2 C) ,  1 2 8 .7  (2 C) ,  1 29 .5 ,  1 3 2 .7 ,  13 3 .8  
(2 C) ,  13 7 .2 ,  13 7 .9 ,  15 1 .6 .  MS m / z  4 2 2 .3  (M +  H) + .  An a l .  Ca lcd  fo r  C 2 2 H 2 3 N 5 O 2 S·0 .3 H 2 O:  
C,  61 .89 ;  H ,  5 .5 7 ;  N ,  1 6 .4 0 .  Fo un d :  C ,  62 .05 ;  H ,  5 .77 ;  N ,  16 .04 .  
6- (Methy l (1 - ( (4 - (1 -m ethy l -1 H -py ra zo l -4 -y l )pheny l ) su l fo ny l )p iper i d in - 4 -
y l )am ino )n ico t ino ni t r i l e  ( 6 ) .  To  a  so lu t ion  o f  1  ( 50  mg,  0 .1 2  mmo l )  in  THF (1 .5  mL)  an d  




0  °C for  3 0  min ,  i od o meth an e  (0 .01 5  mL,  0 .24  mmo l )  was  ad d ed  to  th e  mix tu re .  Th e  
mix tu re  was  s t i r r ed  a t  amb ien t  t emp era tur e  o v e rn ig h t .  Th e  mix tu re  was  po u red  in to  wa ter  
and  ex t r ac t ed  wi th  E tO Ac .  Th e  o rg an ic  l ay e r  was  wash ed  wi th  wa ter  and  b r in e ,  d r i ed  o v e r  
Na 2 SO 4 ,  an d  co n cen t r a t ed .  Th e  r e s idu a l  so l i d  was  su sp end ed  in  d i i so p ro py l  e th e r  an d  
co l l ec t ed  b y  f i l t r a t ion  to  g iv e  6  ( 44  mg ,  8 5 %)  a s  a  y e l lo w so l id .  1 H NMR  ( 3 00  MHz,  
DMSO-d 6 )  δ  1 .64  (d ,  J  =  1 0 .0  Hz ,  2 H) ,  1 .7 3 – 1 .9 3  (m ,  2 H) ,  2 .4 1  ( t ,  J  =  1 1 .3  Hz ,  2 H) ,  2 .8 8  
( s ,  3 H) ,  3 .77  (d ,  J  =  11 .9  Hz ,  2 H) ,  3 .9 0  ( s ,  3 H) ,  4 .39  (b r s ,  1 H) ,  6 .78  (d ,  J  =  9 .2  Hz ,  1 H) ,  
7 .6 7– 7 .8 7  (m ,  5 H) ,  8 .0 2  ( s ,  1 H) ,  8 .3 3  ( s ,  1 H) ,  8 .40  (d ,  J  =  2 .1  Hz ,  1 H) .  1 3 C NMR (1 5 1  
MHz,  DMSO -d 6 )  δ  2 7 .5  (2 C) ,  29 .5 ,  3 8 .7 ,  45 .6  (2 C) ,  5 1 .4 ,  9 4 .5 ,  10 6 .2 ,  11 8 .8 ,  12 0 .3 ,  12 5 .2  
(2 C) ,  1 2 8 .2  (2 C) ,  12 8 .9 ,  1 3 2 .1 ,  1 36 .6 ,  1 3 7 .4 ,  1 39 .5 ,  15 2 .1 ,  1 58 .8 .  MS m / z  43 7 .3  (M + 
H) + .  An a l .  Ca lcd  fo r  C 2 2 H 2 4 N 6 O 2 S·0 .4 H 2 O:  C,  5 9 .5 5 ;  H ,  5 .63 ;  N ,  18 .94 .  Fou n d :  C ,  5 9 .9 3 ;  
H ,  6 .01 ;  N ,  19 .25 .  
2- ( (1 - ( (4 - (1 -Methy l -1 H-py ra zo l -4 -y l )pheny l ) su l fo ny l )p iper id in -4 -
y l )am ino ) i so n ico t ino ni t r i l e  ( 7 ) .  Co mp o un d 7  was  p r ep a red  f ro m comp ou nd  32  an d  2 -
ch lo ro i son ico t ino n i t r i l e  i n  a  s im i l a r  mann e r  to  th a t  d esc r ib ed  fo r  co mpo u nd  1  and  
ob ta in ed  in  5 %  y i e ld  a s  a  l i g h t  b ro wn  so l id .  1 H NMR  ( 3 00  MHz,  D MSO -d 6 )  δ  1 .38 – 1 .5 8  
(m ,  2 H) ,  1 .94  (d ,  J  =  1 0 .3  Hz ,  2 H) ,  2 .5 2 –2 .61  (m,  2 H) ,  3 .52  (d ,  J  =  12 .4  Hz ,  2 H) ,  3 .6 0 –
3 .7 7  (m,  1 H) ,  3 .89  ( s ,  3 H) ,  6 .72 – 6 .8 2  (m,  2 H ) ,  7 .0 6  (d ,  J  =  7 .3  Hz ,  1 H) ,  7 .6 5 – 7 .7 4  (m ,  
2 H) ,  7 .7 8– 7 .8 8  (m ,  2 H) ,  8 .0 1  ( s ,  1 H) ,  8 .1 0  (d ,  J  = 5 .1  Hz ,  1 H) ,  8 .32  ( s ,  1 H) .  1 3 C NMR  
(1 5 1  MHz,  DMSO -d 6 )  δ  30 .36  (2 C) ,  3 8 .7 2 ,  4 4 .7 3  (2 C) ,  46 .12 ,  11 1 .54 ,  11 7 .3 5 ,  1 19 .48 ,  
12 0 .3 0 ,  1 2 5 .1 8  (2 C) ,  12 8 .0 9  (2 C) ,  1 28 .92 ,  13 2 .3 4 ,  1 3 6 .6 3 ,  1 3 7 .3 2 ,  14 9 .2 7 ,  1 5 7 .7 9 .  1 C  
was  n o t  ob se rv ed .  MS  m / z  4 2 3 .2  (M +  H) + .  Ana l .  Ca lcd  fo r  C 2 1 H 2 2 N 6 O 2 S·0 .2 5 H 2 O:  C,  
59 .07 ;  H ,  5 .31 ;  N ,  19 .6 8 .  Fo un d :  C ,  58 .84 ;  H ,  5 .1 9 ;  N,  19 .35 .  
6- ( (1 - ( (4 - (1 -Methy l -1 H -py ra zo l -4 -y l )pheny l ) su l fo ny l )p iper id in -4 -y l )am ino )py r id ine -2 -
carbo ni t r i l e  ( 8 ) .  Co mp o un d  8  was  p r ep a red  f ro m co mpo un d  32  and  6 -ch loro -2 -
py r id in eca rbo n i t r i l e  i n  a  s im i l a r  man n e r  to  th a t  d esc r ib ed  fo r  co mpo u nd  1  and  o b ta in ed  in  
6 %  y i e ld  a s  a  l ig h t  b ro wn so l i d .  1 H NMR  (3 0 0  MHz,  DMSO -d 6 )  δ  1 .3 7– 1 .5 8  ( m ,  2 H) ,  1 .95  
(d d ,  J  =  1 2 .9 ,  3 .5  Hz ,  2 H) ,  2 .5 8  ( t ,  J  =  1 0 .1  Hz ,  2 H) ,  3 .5 1  (d ,  J  =  12 .2  Hz ,  2 H) ,  3 .61 – 3 .7 6  
(m ,  1 H) ,  3 .89  ( s ,  3 H) ,  6 .7 2  (d d ,  J  =  8 .6 ,  0 .6  Hz ,  1 H) ,  7 .0 2  (d d ,  J  =  6 .4 ,  0 .6  Hz ,  1 H) ,  7 .13  




8 .6  Hz ,  2 H) ,  8 .0 1  (d ,  J  =  0 .7  Hz ,  1 H) ,  8 .3 2  ( s ,  1 H) .  1 3 C NMR (15 1  MHz,  DMSO -d 6 )  δ  3 0 .3  
(2 C) ,  3 8 .7 ,  4 4 .7  (2 C) ,  45 .8 ,  1 13 .8 ,  1 17 .2 ,  1 18 .1 ,  1 20 .3 ,  1 25 .2  (2 C) ,  1 28 .1  (2 C) ,  12 8 .9 ,  
13 0 .0 ,  1 3 2 .4 ,  1 3 6 .6 ,  13 7 .3 ,  1 3 7 .3 ,  1 5 8 .1 .  MS m / z  4 2 3 .2  (M +  H) + .  An a l .  Ca lcd  fo r  
C 2 1 H 2 2 N 6 O 2 S·0 .5 H 2 O:  C,  58 .45 ;  H ,  5 .3 7 ;  N ,  1 9 .4 8 .  Fo un d :  C ,  58 .68 ;  H ,  5 .48 ;  N ,  19 .77 .  
N- (1 - ( (4 - (1 -Methy l -1 H -py ra zo l -4 -y l )pheny l ) s u l fo ny l)p iper id in -4 -y l )py r id in -2-am ine  
(9 ) .  A mix ture  o f  2 -b romo py r id in e  (0 .0 97  mL,  1 .02  mmo l ) ,  3 2  (2 0 0  mg ,  0 .5 60  mmo l ) ,  
Pd 2 (d b a ) 3  ( 27 .9  mg ,  0 .03 05  mmo l ) ,  2 -d icy c loh exy lp ho sp h ino -2 ' - (N,N-
d ime th y lamin o )b ip h en y l  ( 24 .0  mg ,  0 .0 6 10  mmo l) ,  an d  t e r t -Bu ONa  (1 47  mg ,  1 .53  mmo l )  in  
to lu en e  (4  mL)  was  s t i r r ed  a t  10 0  °C o v e rn ig h t .  In so lub le  ma te r i a l s  were  f i l t e r ed  o f f ,  th e  
f i l t r a t e  was  po u red  in t o  wa ter  an d  ex t r ac t ed  wi th  E tOAc .  Th e  org an ic  l ay er  was  wash ed  
wi th  wa ter  an d  b r in e ,  d r i ed  o v er  Na 2 SO 4 ,  an d  con cen t r a t ed .  Th e  r e s id u e  was  pu r i f i ed  by  
s i l i ca  g e l  co lu mn  ch ro ma to g rap h y  (hex an e /E tOAc  =  7 0 /3 0  to  0 /1 0 0)  to  g iv e  9  ( 1 5  mg,  7 %)  
a s  a  p a le  y e l lo w so l id .  1 H NMR  ( 3 00  MHz,  DMSO -d 6 )  δ  1 .35 –1 .5 5  (m ,  2 H) ,  1 .87 – 1 .9 9  (m ,  
2 H) ,  2 .5 2– 2 .5 9  (m ,  2 H) ,  3 .5 2  (d ,  J  =  1 2 .1  Hz ,  2 H) ,  3 .5 9– 3 .7 4  (m ,  1 H) ,  3 .8 9  ( s ,  3 H) ,  6 .3 6 –
6 .4 6  (m ,  3 H) ,  7 .2 5 – 7 .3 5  (m ,  1 H) ,  7 .7 0  (d ,  J  =  8 .5  Hz ,  2 H) ,  7 .82  (d ,  J  =  8 .7  Hz ,  2 H) ,  7 .8 8  
(d d ,  J  =  5 .5 ,  1 .3  Hz ,  1 H) ,  8 .0 1  ( s ,  1 H) ,  8 .32  ( s ,  1 H) .  1 3 C NMR (1 51  MHz,  DMSO -d 6 )  δ  
30 .7  (2 C) ,  3 8 .7 ,  4 4 .8  (2 C) ,  4 5 .9 ,  1 08 .3 ,  1 1 1 .4 ,  1 20 .3 ,  1 2 5 .2  (2 C) ,  1 28 .1  (2 C) ,  1 28 .9 ,  
13 2 .4 ,  1 3 6 .4 ,  1 3 6 .6 ,  13 7 .3 ,  1 4 7 .3 ,  1 5 7 .9 .  MS m / z  3 9 8 .2  (M +  H) + .  An a l .  Ca lcd  fo r  
C 2 0 H 2 3 N 5 O 2 S·0 .4 H 2 O:  C,  59 .36 ;  H ,  5 .9 3 ;  N ,  1 7 .3 1 .  Fo un d :  C ,  59 .68 ;  H ,  6 .29 ;  N ,  17 .08 .  
5-Metho x y-N- (1 - ( (4 - (1 -m ethy l -1 H -py ra zo l -4 -y l )pheny l ) su l fo ny l )p ip er id in -4 -
y l )py r id in -2 -am ine  (1 0) .  Co mpo u nd  1 0  was  p r ep a red  f ro m co mpo u nd  32  an d  2 -bro mo -5-
me th o xy p yr id in e  i n  a  s im i l a r  man ne r  to  th a t  d esc r ib ed  fo r  co mp o u nd  9  an d  o b ta in ed  in  
29 %  y i e ld  a s  a  l i gh t  g r ay  so l id .  1 H NMR  ( 3 00  MHz,  DMSO-d 6 )  δ  1 .2 9– 1 .4 5  (m ,  2 H) ,  1 .9 3  
(d ,  J  =  1 0 .7  Hz ,  2 H) ,  2 .4 1 – 2 .4 9  (m ,  2 H) ,  3 .0 8 – 3 .2 7  (m ,  1 H) ,  3 .55  (d ,  J  =  1 2 .0  Hz ,  2 H) ,  
3 .6 9  ( s ,  3 H) ,  3 .8 9  ( s ,  3 H) ,  5 .1 5  (d ,  J  =  8 .4  Hz ,  1 H) ,  6 .54  (d ,  J  =  8 .8  Hz ,  1 H) ,  7 .0 1  (d d ,  J  
=  8 .8 ,  2 .9  Hz ,  1 H) ,  7 .4 6  (d ,  J  =  2 .8  Hz ,  1 H) ,  7 .7 0  (d ,  J  =  8 .4  Hz ,  2 H) ,  7 .8 2  (d ,  J  =  8 .4  Hz ,  
2 H) ,  8 .01  (d ,  J  =  0 .6  H z ,  1 H) ,  8 .32  ( s ,  1 H) .  1 3 C NM R ( 1 51  MHz,  DM SO -d 6 )  δ  3 0 .8  (2 C) ,  
38 .7 ,  44 .9  (2 C) ,  48 .1 ,  52 .6 ,  11 0 .1 ,  1 20 .3 ,  12 5 .2  (2 C) ,  1 25 .4 ,  12 8 .1  (2 C) ,  1 28 .9 ,  12 9 .8 ,  
13 2 .3 ,  13 6 .6 ,  13 7 .3 ,  13 8 .7 ,  1 5 5 .5 .  MS m / z  4 2 8 .2  (M +  H) + .  Ana l .  Ca l cd  fo r  C 2 1 H 2 5 N 5 O 3 S:  




N- (1 - ( (4 - (1 -Methy l -1 H -py ra zo l -4 -y l )pheny l ) s u l fo ny l)p iper id in -4 -y l ) -5 -
( t r i f luo rom ethy l)py r id in -2-am ine  (1 1 ) .  Co m po un d  11  was  p r ep a red  f ro m co mpo un d  32  
and  2 -bro mo -5- ( t r i f lu o ro me thy l )py r id ine  i n  a  s im i l a r  man n e r  to  th a t  d esc r ib ed  fo r  
comp ou nd  9  an d  ob ta in ed  in  29 %  y i e ld  a s  a  p a le  y e l lo w so l id .  1 H NMR  (3 00  MHz,  DMSO-
d 6 )  δ  1 .4 1 –1 .58  (m ,  2 H) ,  1 .9 5  (d ,  J  =  1 0 .1  Hz ,  2 H) ,  2 .52 – 2 .6 3  (m ,  2 H) ,  3 .5 3  (d ,  J  =  1 2 .3  
Hz ,  2 H) ,  3 .7 0 –3 .83  (m ,  1 H) ,  3 .89  ( s ,  3 H) ,  6 .5 4  (d ,  J  =  9 .0  Hz ,  1 H) ,  7 .2 8  (d ,  J  =  7 .3  Hz ,  
1 H) ,  7 .59  (d d ,  J  =  8 .8 ,  2 .4  Hz ,  1 H) ,  7 .7 1  (d ,  J  =  8 .6  Hz ,  2 H) ,  7 .8 2  (d ,  J  =  8 .6  Hz ,  2 H) ,  
8 .0 1  (d ,  J  =  0 .7  Hz ,  1 H ) ,  8 .20 –8 .23  (m ,  1 H) ,  8 .3 2  ( s ,  1 H) .  1 3 C NM R (15 1  MHz,  DMSO -d 6 )  
δ  3 0 .4  (2 C) ,  3 8 .7 ,  44 .7  (2 C) ,  46 .0 ,  10 8 .2 ,  1 12 .4  (q ,  J C – F  =  32 .1  Hz ,  1 C) ,  1 20 .3  ,  1 25 .0  (q ,  
J C – F  =  2 70 .0  Hz ,  1 C) ,  1 25 .2  (2 C) ,  12 8 .1  (2 C) ,  12 8 .9 ,  13 2 .4 ,  1 33 .3 ,  1 3 6 .6 ,  13 7 .3 ,  14 5 .3  ( q ,  
J C – F  =  4 .4  Hz ,  1 C ) ,  1 5 9 .8 0 .  MS m / z  4 6 6 .2  (M +  H) + .  An a l .  Ca lcd  fo r  C 2 1 H 2 2 F 3 N 5 O 2 S:  C ,  
54 .18 ;  H ,  4 .76 ;  N ,  15 .0 5 .  Fo un d :  C ,  54 .20 ;  H ,  4 .9 7 ;  N,  14 .82 .  
6 - ( (1 - (4 - (1 -methy l -1H - py ra zo l -4 -y l )benzoy l )p iper id in -4 -y l )a mino ) n ico t ino ni t r i l e  ( 12 ) .  
To  a  su sp en s io n  of  34  ( 45 0  mg ,  1 .6 4  mmo l )  in  THF (1 0  mL)  were  add ed  DIPEA (1 .4 2  mL,  
8 .1 8  mmo l )  and  4 -bro mo b enzo y l  ch lo r id e  (4 31  mg ,  1 .9 6  mmo l )  in  THF (5  mL)  a t  0  °C .  
Th e  mix ture  was  s t i r r ed  0  °C fo r  2  h .  Th e  mix tu re  was  p o ured  in to  wa te r  and  ex t r ac t ed  
wi th  E tOAc .  Th e  o rg an ic  l ay er  was  sep ara t ed ,  wash ed  wi th  wa te r  and  b r in e ,  d r i ed  o v er  
Mg SO 4 ,  and  co n cen t r a t ed .  Th e  r e s id u e  was  p u r i f i ed  b y  NH s i l i ca  g e l  co lu mn  
chro ma to g rap hy  (h ex an e /E tOAc  =  9 0 /10  to  2 0 /8 0 )  to  g ive  6 - ( (1 - (4 -
bro mo b en zo y l)p ip er id in -4 -y l ) amin o )n ico t in on i t r i l e  ( 56 0  mg ,  89 %)  a s  a  wh i t e  so l id .  1 H 
NMR  ( 30 0  MHz,  DMS O -d 6 )  δ  1 .2 2– 1 .5 8  (m ,  2 H) ,  1 .8 0 – 2 .0 5  (m ,  2 H) ,  2 .9 0 –3 .27  (m ,  2 H) ,  
3 .4 4– 3 .6 8  (m ,  1 H) ,  3 .9 6 – 4 .1 7  (m ,  1 H) ,  4 .3 2  (br s ,  1 H) ,  6 .56  (d ,  J  =  8 .8  Hz ,  1 H) ,  7 .3 5  (d ,  J  
=  8 .5  Hz ,  2 H) ,  7 .5 2 –7 .71  (m ,  4 H) ,  8 .3 9  (d ,  J  =  2 .0  Hz ,  1 H) .  MS m / z  3 85 .1 ,  3 87 .1  (M + 
H) + .  
A mix tu re  o f  6 - ( (1 - (4 - bro mo b en zo y l)p ip er id in -4 -y l ) amin o )n ico t in on i t r i l e  (1 5 0  mg ,  0 .3 89  
mmo l ) ,  1 -me th y l -4 - (4 ,4 ,5 ,5 - t e t r ame th y l -1 ,3 ,2 -d io x ab o ro lan -2 -y l ) -1 H -p y razo le  (9 7  mg,  
0 .4 66  mmo l ) ,  
ce s iu m ca rb o n a te  (2 5 4  mg ,  0 .78 0  mmo l ) ,  an d  Pd Cl 2 (Amph o s) 2  ( 2 6 .2  mg ,  0 .03 90  mmo l )  in  
DMF (3  mL)  an d  wa te r  (0 .3  mL)  was  h ea ted  a t  10 0  °C fo r  1  h  u nd e r  m ic ro wav e  i r r ad ia t io n .  




sep a ra t ed ,  wash ed  wi th  wa te r  an d  b r in e ,  d r i ed  ov e r  Mg SO 4 ,  an d  co n cen t r a t ed .  Th e  r e s idu e  
was  pu r i f i ed  b y  s i l i ca  g e l  co lu mn ch ro ma tog raph y  (h ex an e /E tOAc =  8 0 /2 0  to  0 /1 00 )  an d  
so l id i f i ed  wi th  h ex an e /E tOH to  g iv e  12  (1 2 4  mg ,  82 %)  a s  a  wh i t e  s o l id .  1 H NMR (3 00  
MHz,  DMSO -d 6 )  δ  1 .2 4– 1 .5 0  (m ,  2 H) ,  1 .8 1 – 2 .0 4  ( m ,  2 H) ,  2 .9 4– 3 .2 4  ( m ,  2 H) ,  3 .5 7– 3 .8 1  
(m ,  1 H) ,  3 .8 7  ( s ,  3 H) ,  4 .0 1 – 4 .3 9  ( m ,  2 H) ,  6 .5 6  (d ,  J  =  8 .9  Hz ,  1 H) ,  7 .3 7  (d ,  J  =  7 .5  Hz ,  
2 H) ,  7 .58 – 7 .7 0  (m ,  4 H) ,  7 .9 1  (d ,  J  =  0 .7  Hz ,  1 H) ,  8 .1 9  ( s ,  1 H) ,  8 .3 8– 8 .4 0  ( m ,  1 H) .  1 3 C 
NMR (15 1  MHz,  DMSO -d 6 )  δ  3 0 .9 ,  31 .7 ,  38 .6 ,  40 .4 ,  45 .9 ,  4 7 .1 ,  9 4 .5 ,  10 8 .7 ,  1 18 .9 ,  12 1 .1 ,  
12 4 .6  (2 C) ,  1 2 7 .4  (2 C) ,  1 2 8 .1 ,  13 3 .3 ,  13 3 .8 ,  13 6 .2 ,  13 8 .5 ,  15 3 .0 ,  1 59 .1 ,  1 68 .9 .  MS m / z  
38 7 .3  (M + H) + .  Ana l .  Ca lcd  fo r  C 2 2 H 2 2 N 6 O :  C ,  68 .38 ;  H ,  5 .7 4 ;  N ,  2 1 .7 5 .  Fou nd :  C ,  
68 .41 ;  H ,  5 .61 ;  N ,  21 .6 5 .  X - r ay  c ry s t a l  s t r u c tu r e  i s  av a i l ab le  ( C CDC 18 35 9 93 ) .  
6- ( (1 - (4 - (1 -m ethy l -1 H - py ra zo l -4 -y l )benzy l)p i per id in -4 -y l )am ino )n i cot ino ni t r i l e  ( 13 ) .  
A mix ture  o f  34  (6 00  mg ,  2 .18  mmo l) ,  4 -b ro mo b enzy l  b ro mid e  (54 5  mg,  2 .18  mmo l ) ,  an d  
K 2 CO 3  ( 1 .5 1  g ,  10 .9  mmo l )  in  DMF (1 5  mL)  was  s t i r r ed  a t  8 0  °C o v e rn ig h t .  Th e  mix tu re  
was  po u red  in to  wa te r  an d  ex t r ac t ed  wi th  E tOAc .  Th e  org an ic  l ay e r  was  wash ed  wi th  
wa te r  an d  b r in e ,  d r i ed  o v e r  Mg SO 4 ,  an d  co n cen t r a t ed .  Th e  r e s id u e  was  p u r i f i ed  b y  NH 
s i l i ca  g e l  co lu mn  ch ro ma to g rap h y  (h ex an e /E tOAc  =  9 0 /10  to  0 /1 00 )  to  g iv e  6 - ( (1 - (4 -
bro mo b en zy l )p ip e r id in - 4-y l ) amin o)n ico t ino n i t r i l e  (7 8 0  mg ,  9 6 %)  a s  a  wh i t e  so l id .  1 H 
NMR  (3 0 0  MHz,  CD Cl 3 )  δ  1 .35 – 1 .6 2  ( m,  2 H) ,  2 .0 2  (d d ,  J  =  14 .8 ,  2 .5  Hz ,  2 H) ,  2 .1 1 –2 .27  
(m ,  2 H) ,  2 .8 2  (d ,  J  =  1 2 .2  Hz ,  2 H) ,  3 .4 7  ( s ,  2 H) ,  3 .7 2  ( b r s ,  1 H) ,  4 .8 9  (d ,  J  =  6 .8  Hz ,  1 H) ,  
6 .3 4  (dd ,  J  =  8 .8 ,  0 .6  Hz ,  1 H) ,  7 .20  (d ,  J  =  8 .4  Hz ,  2 H) ,  7 .44  (d ,  J  =  8 .4  Hz ,  2 H) ,  7 .5 4  (d d ,  
J  =  8 .8 ,  2 .2  Hz ,  1 H) ,  8 .34  (d d ,  J  =  2 .2 ,  0 .6  Hz ,  1 H) .  MS m / z  3 71 .2 ,  37 3 .2  (M +  H) + .  
Co mpo un d  13  was  p r ep ared  f ro m co mp o un d  6 - ( (1 - (4 -bro mo b enzy l )p ip e r id in -4-
y l ) amino )n ico t in on i t r i l e  an d  1 -me thy l -4 - (4 ,4 ,5 ,5 - t e t r ame th y l -1 ,3 ,2 -d iox abo ro lan -2-y l ) -
1 H -p yrazo le  i n  a  s im i l a r  man n e r  to  th a t  d esc r ib ed  fo r  comp ou n d 12  and  o b ta in ed  in  6 1 %  
y i e ld  a s  a  wh i t e  so l id .  1 H NM R  ( 3 00  MHz,  CDCl 3 )  δ  1 .47 – 1 .6 4  (m ,  2 H) ,  1 .97 –2 .11  (m ,  
2 H) ,  2 .1 1 –2 .29  (m,  2 H) ,  2 .75 – 3 .0 3  (m ,  2 H) ,  3 .53  ( s ,  2 H) ,  3 .6 4 –3 .84  (m ,  1 H) ,  3 .94  ( s ,  3 H) ,  
4 .9 3  (d ,  J  =  7 .3  Hz ,  1 H) ,  6 .3 4  (d d ,  J  =  8 .8 ,  0 .5  Hz ,  1 H) ,  7 .3 0  (d ,  J  =  8 .4  Hz ,  2 H) ,  7 .38 –
7 .4 6  (m ,  2 H) ,  7 .5 4  (dd ,  J  =  8 .8 ,  2 .2  Hz ,  1 H) ,  7 .6 0  ( s ,  1 H) ,  7 .75  (d ,  J  =  0 .6  Hz ,  1 H) ,  8 .3 4  
(d ,  J  =  1 . 8  Hz ,  1 H) .  1 3 C NMR (15 1  MHz,  DMSO -d 6 )  δ  31 .4  (2 C) ,  38 .6 ,  4 7 .4 ,  5 1 .8  (2 C) ,  




15 3 .1 ,  15 9 .2 .  MS m / z  37 3 .3  (M +  H) + .  An a l .  Ca lcd  for  C 2 2 H 2 4 N 6 ·0 . 75 H 2 O:  C,  6 8 .46 ;  H ,  
6 .6 6 ;  N,  21 .77 .  Fo un d :  C ,  68 .81 ;  H ,  6 .6 5 ;  N ,  2 1 .4 4 .  
N - ( t ra ns -4 - ( (5 -Cya no p y r id in -2-y l )a m ino)cy c lo hex y l ) -N - (4 - (1 -m ethy l -1 H -py ra zo l -4 -
y l )pheny l )a ce ta m ide  ( 14 ) .  To  a  so lu t io n  o f  3 7  ( 55 0  mg ,  1 .4 8  mmo l)  in  THF (2 0  mL)  were  
add ed  DIPEA (1 .2 9  mL,  7 .4 2  mmo l )  an d  ace ty l  ch lor id e  (0 .3 17  mL,  4 .4 5  mmo l )  a t  0  °C .  
Th e  mix ture  was  s t i r r e d  a t  0  °C  fo r  3  h .  Th e  mix tu re  was  p ou red  in to  wa ter  an d  ex t r ac t ed  
wi th  E tOAc .  Th e  o rg an ic  l ay er  was  sep ara t ed ,  wash ed  wi th  wa te r  and  b r in e ,  d r i ed  o v er  
Mg SO 4 ,  and  con cen t r a t ed .  Th e  r e s idu e  was  so l id i f i ed  wi th  h exan e / E tOAc  to  g iv e  t e r t -
bu ty l  ( t ra n s -4 - (N - (4 - (1 -me thy l -1 H -p y razo l -4 -y l )ph en y l) ace tamido )cy c lo h ex y l ) carb ama te  
(4 8 2  mg ,  7 9 %)  a s  a  wh i t e  so l id .  1 H NMR  ( 30 0  MHz,  CD Cl 3 )  δ  1 .09 –1 .34  ( m ,  4 H) ,  1 .4 0  ( s ,  
9 H) ,  1 .7 7  ( s ,  3 H) ,  1 .85  (d ,  J  =  9 .9  Hz ,  2 H) ,  1 .9 4– 2 .0 6  ( m,  2 H) ,  3 .0 7– 3 .2 9  ( m,  1 H) ,  3 .9 7  ( s ,  
3 H) ,  4 .2 4– 4 .4 0  ( m ,  1 H) ,  4 .51 –4 .67  ( m,  1 H) ,  7 .04  (d ,  J  =  8 .2  Hz ,  2 H) ,  7 .48  (d ,  J  =  8 .2  Hz ,  
2 H) ,  7 .6 4  ( s ,  1 H) ,  7 .7 8  ( s ,  1 H) .  MS m / z  41 3 .2  (M +  H) + .  
A  mix tu re  o f  t e r t -b u ty l  ( t ra n s -4 - (N - (4 - (1 -me th y l -1 H -p yrazo l -4 -
y l )p h en y l ) ace tamid o)cy c loh exy l ) ca rb ama te  (1 50  mg ,  0 .36 4  mmo l )  and  TFA (2 .2 4  m L,  
29 . 1  mmo l)  was  s t i r r ed  a t  ro o m temp era tu r e  fo r  3 0  min .  Th e  mix ture  was  con cen t r a t ed  and  
azeo t rop ed  wi th  to lu en e .  Th e  r e s idu e  was  n eu t r a l i zed  wi th  sa t u ra t e d  aq u eo u s  NaHCO 3 ,  
ex t r ac t ed  wi th  E tOAc /2-p ro p an o l  ( 4 /1 ) .  Th e  org an ic  l ay er  was  sep a ra t ed ,  w ash ed  wi th  
wa te r  and  b r in e ,  d r i ed  ov e r  Mg SO 4 ,  an d  con cen t ra t ed .  A  mix tu re  o f  th e  r e s id ue ,  6 -
ch lo ron ico t ino n i t r i l e  (5 5 .6  mg ,  0 .4 0 1  mmo l) ,  and  DIPEA (0 .3 18  mL,  1 .8 2  mmo l )  in  DMF  
(5  mL)  was  s t i r r ed  a t  1 20  °C o v e rn igh t .  Th e  mix tu re  was  po ured  in to  wa te r  and  ex t r ac t ed  
wi th  E tOAc .  Th e  o rg an ic  l ay er  was  sep ara t ed ,  w ash ed  wi th  wa te r  and  b r in e ,  d r i ed  o v er  
Mg SO 4 ,  an d  co n cen t r a t ed .  The  r e s id u e  was  p u r i f i ed  by  s i l i ca  g e l  co lumn  ch roma to grap hy  
(h ex an e /E tOAc  =  2 0 /8 0  to  0 /1 00 )  an d  so l id i f i ed  wi th  h ex ane /E tOAc  to  g iv e  1 4  ( 2 9  mg ,  
19 % for  2  s t ep s )  a s  a  wh i t e  so l id .  1 H NMR (60 0  MHz,  DMSO -d 6 )  δ  1 .10 – 1 .2 1  (m ,  2 H) ,  
1 .2 9– 1 .3 8  (m ,  2 H) ,  1 .6 6  ( s ,  3 H) ,  1 .8 1  (d ,  J  =  1 1 .4  Hz,  2 H) ,  1 .93  (d ,  J  =  11 .0  Hz ,  2 H) ,  
3 .5 1  (b r s ,  1 H) ,  3 .88  ( s ,  3 H) ,  4 .44  ( t t ,  J  =  1 2 .0 ,  3 .4  Hz ,  1 H) ,  6 .4 8  (d ,  J  =  9 .2  Hz ,  1 H) ,  7 .1 8  
(d ,  J  =  8 .4  Hz ,  2 H) ,  7 .46  (d ,  J  =  6 .2  Hz ,  1 H) ,  7 .58 – 7 .6 6  (m ,  3 H) ,  7 .9 0  ( s ,  1 H) ,  8 .1 8  ( s ,  
1 H) ,  8 .29  (d ,  J  =  2 .2  Hz ,  1 H) .  1 3 C NMR (1 5 1  MHz,  DMSO -d 6 )  δ  2 3 .1 ,  29 .4  (2 C) ,  31 .1  




13 6 .9 ,  1 53 .0 ,  15 9 .2 ,  1 68 .6 .  2 C were  n o t  o b se rv ed .  MS m / z  41 5 .2  (M +  H) + .  Ana l .  Ca lcd  
fo r  C 2 4 H 2 6 N 6 O·0 .5  C 4 H 8 O 2 ·H 2 O:  C,  6 5 .5 3 ;  H ,  6 .7 7 ;  N ,  1 7 .6 3 .  Fou n d :  C ,  6 5 .5 9 ;  H ,  6 .46 ;  N ,  
17 .55 .  Pur i ty  97 .8 %  (HPLC) .  X - r ay  cry s t a l  s t r u c tu r e  i s  ava i l ab le  ( CC DC 1 83 5 99 4 ) .   
N- (c i s -4 - ( (5 -Cy a no py r id in -2 -y l )am ino )cy c lo hexy l ) -N- (4 - (1 -m ethy l -1H - py razo l -4 -
y l )pheny l )a ce ta m ide  ( 1 5) .  t e r t -Bu ty l  ( c i s -4 - ( ace ty l (4 - (1 -me th y l -1 H -py razo l -4 -
y l )p h en y l ) amin o)cy c lo h ex y l ) ca rb ama te  was  pr ep a red  f ro m co mpo un d  3 9  an d  ace ty l  
ch lo r id e  i n  a  s im i l a r  mann e r  to  th a t  d esc r ib ed  fo r  comp ou nd  1 4  an d  o b ta in ed  in  8 9 %  y i e ld  
a s  a  wh i t e  so l id .  1 H NMR  ( 30 0  MHz,  CD Cl 3 )  δ  1 .1 3– 1 .3 2  (m ,  2 H) ,  1 .39  ( s ,  9 H) ,  1 .63 – 1 .8 7  
(m ,  9 H) ,  3 .7 8  (b r s ,  1 H) ,  3 .98  ( s ,  3 H) ,  4 .40 –4 .6 9  (m ,  2 H) ,  7 .0 8  (d ,  J  =  7 .8  Hz ,  2 H) ,  7 .5 2  (d ,  
J  =  8 .1  Hz ,  2 H) ,  7 .6 6  ( s ,  1 H) ,  7 .7 9  ( s ,  1 H) .  MS m / z  3 13 .2  (M –  Bo c  +  H) + .  
Co mpo un d  15  was  p r epa red  f ro m t e r t -b u ty l  ( c i s -4 - ( ace ty l (4 - (1 -me thy l -1 H -p yrazo l -4 -
y l )p h en y l ) amin o)cy c lo h ex y l ) ca rb ama te  an d  6 - f lu o ro n ico t in o n i t r i l e  i n  a  s im i l a r  man n er  to  
th a t  d esc r ib ed  for  compo un d  21  and  ob ta in ed  in  8 2 %  y i e ld  a s  a  wh i t e  so l id .  1 H NMR  ( 30 0  
MHz,  DMSO-d 6 )  δ  1 .2 5 –1 .45  (m,  2 H) ,  1 .5 4 – 1 .73  (m,  7 H) ,  1 .8 9  (d ,  J  =  1 3 .4  Hz ,  2 H) ,  3 .88  
( s ,  3 H) ,  3 .9 4  (b r s ,  1 H) ,  4 .45  ( t ,  J  =  11 .5  Hz ,  1 H) ,  6 .5 4  (d ,  J  =  8 .9  Hz ,  1 H) ,  7 .1 9  (d ,  J  =  
7 .9  Hz ,  2 H) ,  7 .34  (d ,  J  =  5 .5  Hz,  1 H) ,  7 .5 6  (d d ,  J  =  9 .0 ,  1 .2  Hz,  1 H) ,  7 .6 3  (d ,  J  =  8 .0  Hz ,  
2 H) ,  7 .9 1  ( s ,  1 H) ,  8 .19  ( s ,  1 H) ,  8 .3 3  (d ,  J  =  1 .7  Hz ,  1 H) .  1 3 C NMR (15 1  MHz,  DMSO -d 6 )  
δ  23 .1 ,  2 5 .8  (2 C) ,  28 .8  (2 C) ,  3 8 .6 ,  44 .4 ,  5 3 .1 ,  94 .1 ,  1 08 .9 ,  11 9 .0 ,  1 2 1 .0 ,  1 2 5 .6  (2 C) ,  
12 8 .0 ,  1 30 .5  (2 C) ,  1 32 .4 ,  1 36 .1 ,  1 3 7 .2 ,  13 8 .0 ,  15 2 .8 ,  1 59 .3 ,  1 68 .5 .  MS m / z  4 15 .2  (M +  
H) + .  An a l .  Ca lcd  for  C 2 4 H 2 6 N 6 O:  C ,  6 9 .5 4 ;  H ,  6 . 3 2 ;  N ,  2 0 .2 7 .  Fou n d :  C ,  6 9 .3 6 ;  H ,  6 .42 ;  N ,  
19 .98 . X-ray  cry s t a l  s t ru c tu r e  i s  av a i l ab le  (C CDC 1 8 35 9 99 ) .  
N - ( t rans -4 - ( (5 -Cya no p y r id in -2 -y l )a mino )cy c lo hex y l ) -N - (4 - (1 -methy l -1H -py ra zo l -4 -
y l)pheny l )metha nes u l fo na mide  ( 16 ) .  To  a  so lu t ion  of  3 7  ( 55 0  mg ,  1 .4 8  mmo l )  in  
py r id in e  (1 5  mL)  was  ad d ed  me th an esu l fo ny l  ch lo r id e  (1 .1 5  mL,  14 .9  mmo l )  a t  ro o m 
temp era tur e .  Th e  mix ture  was  s t i r r ed  a t  r oo m temp era tur e  ov e rn ig h t .  Th e  mix tu re  was  
con cen t r a t ed ,  po u red  in to  wa te r  an d  ex t r ac t ed  wi th  E tOAc .  Th e  org an ic  l ay e r  was  
sep a ra t ed ,  wash ed  wi th  wa te r  an d  b r in e ,  d r i ed  ov e r  Mg SO 4 ,  an d  co n cen t r a t ed .  Th e  r e s idu e  
was  so l id i f i ed  wi th  h ex ane /E tOAc  to  g iv e  t e r t -bu ty l  ( t ra n s -4 - ( (4 - (1 -me thy l -1 H -p yrazo l -4 -
y l )p h en y l ) (me thy l su l fo ny l ) amin o )cy c lo h ex y l ) ca rb ama te  (5 4 1  mg ,  8 1 %)  a s  a  p a le  y e l lo w 




2 .9 6  ( s ,  3 H) ,  3 .06 – 3 .3 1  ( m ,  1 H) ,  3 .97  ( s ,  3 H) ,  4 .0 3– 4 .2 2  ( m,  1 H) ,  4 .2 6– 4 .3 9  (m,  1 H) ,  7 .2 2  
(d ,  J  =  8 .3  Hz ,  2 H) ,  7 .4 8  (d ,  J  =  8 .3  Hz ,  2 H) ,  7 .6 2  ( s ,  1 H) ,  7 .76  ( s ,  1 H) .  MS m / z  4 4 9 .2  (M 
+  H) + .  
Co mpo un d  1 6  was  p r ep a red  f ro m t e r t -b u ty l  ( t ra n s -4 - ( (4 - (1 -me thy l -1 H -p yrazo l -4 -
y l )p h en y l ) (me thy l su l fo ny l ) amin o )cy c lo h ex y l ) ca rb ama te  and  6 -ch lo ro n ico t in on i t r i l e  i n  a  
s im i l a r  mann e r  to  tha t  d esc r ib ed  fo r  comp ou n d  1 4  and  o b ta in ed  in  2 3 %  y i e ld  fo r  2  s t ep s  
a s  a  p a le  y e l lo w so l id .  1 H NMR (6 00  MHz,  DMSO -d 6 )  δ  1 .20 –1 .2 9  (m ,  2 H) ,  1 .32 – 1 .4 3  (m ,  
2 H) ,  1 .8 9– 2 .0 1  (m ,  4 H) ,  3 .09  ( s ,  3 H) ,  3 .4 8  (br s ,  1 H) ,  3 .8 8  ( s ,  3 H) ,  3 .96  ( t t ,  J  =  11 .9 ,  3 .7  
Hz ,  1 H) ,  6 .4 8  (d ,  J  =  8 .8  Hz,  1 H) ,  7 .2 4  (d ,  J  =  8 .4  Hz ,  2 H) ,  7 .4 7  (d ,  J  =  7 .0  Hz ,  1 H) ,  
7 .5 6– 7 .6 5  (m ,  3 H) ,  7 .8 9  (d ,  J  =  0 .7  Hz,  1 H) ,  8 .1 8  ( s ,  1 H) ,  8 .28  (d ,  J  =  2 .2  Hz ,  1 H) .  1 3 C  
NMR (1 5 1  MHz,  DMS O -d 6 )  δ  30 .8  (2 C) ,  3 1 .0  (2 C) ,  3 8 .6 ,  40 .5 ,  48 .2 ,  5 7 .0 ,  9 4 .0 ,  11 9 .0 ,  
12 1 .0 ,  1 2 5 .3  (2 C) ,  12 8 .1 ,  13 2 .4  (2 C) ,  13 2 .9 ,  13 3 .1 ,  1 3 6 .2 ,  1 38 .4 ,  1 53 .0 ,  15 9 .2 .  1 C was  
no t  o b se rv ed .  MS m / z  4 51 . 2  (M +  H) + .  Ana l .  C a lcd  fo r  C 2 3 H 2 6 N 6 O 2 S:  C ,  6 1 .3 1 ;  H ,  5 .82 ;  N ,  
18 .65 .  Fo u nd :  C ,  6 1 .2 0 ;  H ,  5 .74 ;  N ,  1 8 .2 8 .  X - ray  cry s t a l  s t r u c tu r e  i s  av a i l ab le  (CCD C  
18 35 9 95 ) .  
6- ( ( t ra ns -4 - ( (4 - (1 -Methy l -1 H -py ra zo l -4 -
y l )pheny l )a m ino)cy c lo hexy l )am ino )n ico t ino ni t r i l e  ( 1 7 ) .  Co mp ou n d 1 7  was  p r ep ared  
f ro m comp ou n d 3 7  an d  6 - f lu oro n ico t in on i t r i l e  in  a  s im i l a r  man n e r  to  th a t  d esc r ib ed  fo r  
comp ou nd  2 1  and  o b ta in ed  in  4 2 %  y i e ld  a s  a  co lo r l e ss  so l id .  1 H N M R  ( 3 00  MHz,  DMSO-
d 6 )  δ  1 .1 2 –1 .47  (m ,  4 H) ,  2 .0 0  ( t ,  J  =  1 1 .7  Hz ,  4 H) ,  3 .2 1  (d ,  J  =  7 .4  Hz ,  1 H) ,  3 .70 – 3 .9 0  (m ,  
4 H) ,  5 .3 7  (d ,  J  = 8 .2  Hz ,  1 H) ,  6 .4 7 – 6 .6 3  (m,  3 H) ,  7 .2 4  (d ,  J  = 8 .3  Hz ,  2 H) ,  7 .5 3  (d ,  J  =  
7 .2  Hz,  1 H) ,  7 .59 – 7 .7 1  (m ,  2 H) ,  7 .85  ( s ,  1 H) ,  8 .3 8  (d ,  J  =  1 .8  Hz,  1 H) .  1 3 C NMR (75  MHz,  
DMSO-d 6 )  δ  31 .4  (2 C) ,  3 1 .7  (2 C) ,  3 9 .0 ,  4 9 .5 ,  50 .8 ,  94 .5 ,  11 3 .2  (2 C) ,  1 19 .7 ,  12 0 .4 ,  1 2 3 .2 ,  
12 6 .4  (2 C) ,  1 26 .5 ,  13 5 .5 ,  1 3 8 .9 ,  1 46 .9 ,  1 5 3 .7 ,  1 59 .8 .  1 C was  n o t  ob s e rv ed .  MS m / z  37 3 .2  
(M +  H) + .  An a l .  Ca lcd  fo r  C 2 2 H 2 4 N 6 :  C ,  70 .9 4 ;  H ,  6 .4 9 ;  N ,  22 .56 .  Fo un d :  C ,  7 0 .7 4 ;  H,  
6 .3 2 ;  N,  22 .71 .  
N- (4 - (1 -Methy l -1 H -py razo l -4 -y l )pheny l ) -N- ( t ra ns -4 - (qu ina zo l in -2 -
y la m ino)cy c lo hex y l )ace ta m ide  (18 ) .  A mix ture  o f  t e r t -b u ty l  ( t ran s -4 - (N - (4 - (1 -me thy l -
1 H -p yrazo l -4 -y l )p h en y l ) ace tamid o)cy c loh exy l ) ca rb ama te  (1 05  mg ,  0 .25 5  mmo l )  an d  TFA  




con cen t r a t ed  an d  azeo t ro p ed  wi th  to lu en e .  Th e  r e s id u e  was  b as i f i ed  wi th  sa tu r a t ed  
aqu eou s  NaHCO 3  a t  r o om temp era tu r e  an d  ex t r ac t ed  wi th  E tOAc /2 -p rop ano l  ( 4 :1 ) .  Th e  
org an ic  l ay er  was  sep ara t ed ,  wash ed  wi th  wa ter  and  b r in e ,  d r i ed  ov e r  Mg SO 4  an d  
con cen t r a t ed .  A  mix tu re  o f  t h e  r e s id u e ,  2 - ch l oro qu in azo l in e  (62 .8  mg,  0 .38 1  mmo l ) ,  an d  
DBU (0 .11 4  mL,  0 .7 6 2  mmo l )  in  DMF (3  mL)  was  s t i r r ed  a t  12 0  °C fo r  4  h .  Th e  mix tu re  
was  po ured  in to  wa te r  a t  r oo m temp era tu r e  an d  ex t r ac t ed  wi th  E tOAc .  Th e  org an ic  l ay er  
was  sep a ra t ed ,  wash ed  wi th  wa te r  an d  br in e ,  d r i ed  ov e r  Mg SO 4  an d  co n cen t r a t ed .  Th e  
r e s idu e  was  p ur i f i ed  b y  NH s i l i ca  g e l  co lumn ch ro ma tog raph y  ( h ex ane /E tOAc  =  9 5 /5  to  
0 /1 0 0)  an d  so l id i f i ed  wi th  h ex an e /E tOH to  g iv e  1 8  (4 1  mg ,  37 %)  a s  a  wh i t e  so l id .  1 H 
NMR  (3 0 0  MHz,  DMSO -d 6 )  δ  1 .0 5– 1 .2 7  (m ,  2 H) ,  1 .3 1 – 1 .5 4  (m ,  2 H) ,  1 .6 7  ( s ,  3 H) ,  1 .8 3  (d ,  
J  =  1 1 .6  Hz ,  2 H) ,  1 .9 9  (d ,  J  =  1 1 .6  Hz,  2 H) ,  3 .5 2 –3 .72  (m ,  1 H) ,  3 .8 9  ( s ,  3 H) ,  4 .46  ( t ,  J  =  
11 .6  Hz ,  1 H) ,  7 .1 0 –7 .2 9  (m ,  4 H) ,  7 .38  (d ,  J  =  8 .4  Hz ,  1 H) ,  7 .54 –7 .7 0  (m ,  3 H) ,  7 .74  (d ,  J  
=  7 .8  Hz ,  1 H) ,  7 .93  ( s ,  1 H) ,  8 .2 1  ( s ,  1 H) ,  9 .0 5  ( s ,  1 H) .  1 3 C NMR (7 5  MHz,  DMSO -d 6 )  δ  
23 .7 ,  30 .2  (2 C) ,  3 1 .7  (2 C) ,  4 9 .0 ,  5 3 .0 ,  1 12 .0 ,  1 2 1 .6 ,  1 22 .2 ,  12 5 .2 ,  12 6 .1  (2 C) ,  1 2 8 .3 ,  
12 8 .6 ,  13 1 .1  (2 C) ,  13 3 .0 ,  13 4 .4 ,  13 6 .8 ,  13 7 .5 ,  1 52 .1 ,  1 59 .3 ,  1 62 .5 ,  1 69 .1 .  1 C was  n o t  
ob se rv ed .  MS m / z  4 41 .2  (M +  H) + .  An a l .  Ca lcd  fo r  C 2 6 H 2 8 N 6 O·0 .1 H 2 O:  C ,  7 0 .6 0 ;  H ,  6 .4 3 ;  
N ,  1 9 .0 0 .  Fo u nd :  C ,  70 .51 ;  H ,  6 .23 ;  N ,  18 .93 .  
Methy l  ( t rans -4 - ( (5 - cya no py r id in -2 -y l )a mino )cy c lo hexy l ) (4 - (1 -m ethy l -1H -py ra zo l -4 -
y l)pheny l ) ca rba ma te  ( 19 ) .  To a  so lu t ion  o f  3 7  ( 30 0  mg,  0 .8 09  mmo l )  and  DIPEA ( 0 .4 2 3  
m L,  2 .43  mmo l )  in  C H 2 Cl 2  ( 5  mL)  was  ad d ed  me thy l  ch lo ro forma te  (0 .33 6  mL ,  4 .34  
mmo l )  a t  r o om temp era tur e .  Th e  mix tu re  was  s t i r r ed  fo r  1 6  h  a t  ro o m temp era tu r e .  To  th e  
mix tu re  was  ad d ed  wa t e r,  and  th e  mix ture  wa s  ex t r ac t ed  wi th  C H 2 Cl 2 .  Th e  o rg an ic  l aye r s  
was  sep ara t ed ,  d r i ed  o v er  Na 2 SO 4 ,  an d  con cen t r a t ed .  Th e  r e s idu e  was  p u r i f i ed  b y  s i l i ca  
g e l  co lu mn ch ro ma tog raph y  ( p e t ro leum e th er /E tOAc  =  3 /1  to  2 /1)  to  g iv e  me th y l  ( t ra n s -4 -
( ( t e r t -b u tox y carb on y l ) amin o )cy c lo h ex y l ) (4 - (1 -me th y l -1 H -p yrazo l -4 -y l )p h en y l ) carb ama te  
(3 5 0  mg ,  8 5 %)  a s  a  wh i t e  so l id .  MS m / z  4 2 9 .2  (M +  H) + .  
Co mpo un d  1 9  was  p r ep a red  f ro m me thy l  ( t ra n s -4 - ( ( t e r t -
bu to xy ca rb o ny l ) amin o )cyc lo h ex y l ) (4 - (1 -me th y l -1 H -py razo l -4 -y l )ph en y l) ca rb ama te  an d  6 -
f lu o ro n ico t in o n i t r i l e  i n  a  s im i l a r  man n e r  to  th a t  d esc r ib ed  fo r  comp o un d  2 1  and  o b ta in ed  




4 H) ,  1 .8 1– 1 .9 9  (m ,  4 H) ,  3 .51 – 3 .5 2  ( m ,  4 H) ,  3 .87  ( s ,  3 H) ,  4 .0 2– 4 .1 3  ( m ,  1 H) ,  6 .48  (d ,  J  =  
8 .8  Hz ,  1 H) ,  7 .1 1  (d ,  J  =  8 .4  Hz ,  2 H) ,  7 .49  (d ,  J  =  6 .4  Hz ,  1 H) ,  7 .55  (d ,  J  =  8 .4  Hz ,  2 H) ,  
7 .6 1  (d ,  J  =  8 .8  Hz ,  1 H) ,  7 .87  ( s ,  1 H) ,  8 .1 5  ( s ,  1 H) ,  8 .3 0  (d ,  J  =  2 .0  Hz ,  1 H) .  1 3 C NM R  
(1 5 1  MHz,  DMSO -d 6 )  δ  29 .7  (2 C) ,  3 1 .0  (2 C) ,  3 8 .6 ,  48 .4 ,  5 2 .3 ,  5 5 .5 ,  9 4 .0 ,  10 8 .8 ,  11 9 .0 ,  
12 1 .2 ,  1 2 5 .2  (2 C) ,  1 27 .9 ,  13 0 .2  (2 C) ,  13 1 .8 ,  1 35 .9 ,  13 6 .1 ,  1 3 8 .3 ,  1 53 .0 ,  1 5 5 .1 ,  1 59 .2 .  MS  
m / z  4 3 1 .2  (M +  H) + .  An a l .  Ca lcd  for  C 2 4 H 2 6 N 6 O 2 ·H 2 O:  C,  6 4 .27 ;  H ,  6 .2 9 ;  N ,  1 8 .7 4 .  
Fo un d :  C ,  6 4 .4 9 ;  H ,  6 .3 7 ;  N,  18 .82 .  
1- ( t ra ns -4 - ( (5 -Cy a no py r id in -2-y l )a m ino)cy c lo hex y l ) -3 - e thy l -1 - (4 - (1 -m ethy l -1H -
py ra zo l -4 -y l )pheny l )urea  (2 0) .  To  a  so lu t io n  o f  37  (3 0 0  mg ,  0 .80 9  mmo l )  in  THF (10  
mL)  was  add ed  e th y l  i so cy an a te  ( 0 .0 7 7  mL ,  0 .9 7 2  m mo l)  a t  ro om temp era tu r e .  The  
mix tu re  was  s t i r r ed  a t  ro o m temp era tu r e  fo r  6 0  h .  Th e  p rec ip i t a t e  so l id  was  co l l ec t ed  b y  
f i l t r a t io n  to  g iv e  t e r t -bu ty l  ( t ra n s -4 - ( ( e thy lca rb amo y l) (4 - (1 -me th y l -1 H -p yrazo l -4 -
y l )p h en y l ) amin o)cy c lo h ex y l ) ca rb ama te  (21 0  mg ,  53 %)  a s  a  wh i t e  so l id .  1 H NMR  ( 4 00  
MHz,  CDCl 3 )  δ  1 .0 0  ( t ,  J  =  7 .2  Hz ,  3 H) ,  1 .17 – 1 .2 9  ( m ,  4 H) ,  1 .41  ( s ,  9 H) ,1 .8 8  (d ,  J  =  1 2 .0  
Hz ,  2 H) ,  1 .9 8  (d ,  J  =  1 2 .0  Hz ,  2 H) ,  3 .14 – 3 .2 0  ( m ,  3 H) ,  3 .9 1  ( t ,  J  = 5 .6  Hz,  1 H) ,  3 .98  ( s ,  
3 H) ,  4 .3 4– 4 .3 6  ( m ,  1 H) ,  4 .45 –4 .52  ( m,  1 H) ,  7 .10  (d ,  J  =  8 .4  Hz ,  2 H) ,  7 .50  (d ,  J  = 8 .4  Hz ,  
2 H) ,  7 .6 5  ( s ,  1 H) ,  7 .7 9  (d ,  J  = 0 .4  Hz ,  1 H) .  MS m / z  44 2 .3  (M + H) + .  
A  mix tu re  o f  t e r t -bu ty l  ( t ra n s -4 - ( ( e thy lca rb amo y l) (4 - (1 -me th y l -1 H -p yrazo l -4 -
y l )p h en y l ) amin o)cy c lo h ex y l ) ca rb ama te  (2 2 0  mg ,  0 .49 8  mmo l )  an d  4  M HCl  in  d iox an e  (10  
mL,  4 0 .0  mmo l )  was  s t i r r ed  a t  r oo m temp era tu r e  fo r  2  h ,  and  th en  th e  mix tu re  was  
con cen t r a t ed .  To  a  so lu t io n  o f  th e  r e s idu e  a nd  6 -b ro mon ico t ino n i t r i l e  (1 67  mg ,  0 .9 13  
m mo l )  in  DMF (1 0  mL)  was  ad d ed  ces iu m carb on a te  (5 9 5  mg ,  1 .8 3  mmo l)  a t  r oo m 
temp era tur e .  Th e  mix tu re  was  s t i r r ed  a t  10 0  °C fo r  6  h .  In so lu b le  ma te r i a l s  were  f i l t e r ed  
of f ,  an d  t h e  f i l t ra t e  was  con cen t ra t ed .  Th e  r e s id u e  was  p ur i f i ed  b y  p rep a ra t iv e  HPL C  
(0 .02 2 5 % aq u eou s  fo rmic  ac id  so lu t ion /MeC N =  54 /46  to  24 /7 6 )  t o  g iv e  20  ( 39  mg ,  15 % 
fo r  2  s t ep s )  a s  a  b ro wn  so l id .  1 H NMR (6 0 0  MHz,  DMSO -d 6 )  δ  0 .9 1  ( t ,  J  =  7 .0  Hz ,  3 H) ,  
1 .0 7– 1 .1 7  (m ,  2 H) ,  1 .2 7 – 1 .3 8  (m ,  2 H) ,  1 .79  (d ,  J  =  1 1 .4  Hz ,  2 H) ,  1 .9 1  (d ,  J  =  1 1 .0  Hz,  
2 H) ,  2 .94 – 3 .0 3  (m,  2 H) ,  3 .4 9  (br s ,  1 H) ,  3 .88  ( s ,  3 H) ,  4 .2 3 -4 .32  (m ,  1 H) ,  5 .12  ( t ,  J  =  5 .7  
Hz ,  1 H) ,  6 .4 7  (d ,  J  =  8 .8  Hz,  1 H) ,  7 .1 0  (d ,  J  =  8 .1  Hz ,  2 H) ,  7 .4 6  (d ,  J  =  5 .5  Hz ,  1 H) ,  




MHz,  DMSO -d 6 )  δ  15 .6 ,  30 .1  (2 C) ,  31 .3  (2 C) ,  34 .8 ,  3 8 .6 ,  48 .5 ,  5 2 .9 ,  93 .9 ,  1 0 8 .9 ,  1 1 9 .0 ,  
12 1 .3 ,  1 2 5 .7  (2 C) ,  1 27 .9 ,  13 1 .4  (2 C) ,  13 2 .1 ,  1 35 .8 ,  13 6 .1 ,  1 3 8 .3 ,  1 53 .0 ,  1 5 6 .3 ,  1 59 .2 .  MS  
m / z  4 4 4 .2  (M +  H) + .  An a l .  Ca lcd  for  C 2 5 H 2 9 N 7 O·0.5 H 2 O:  C,  6 6 .3 5 ;  H ,  6 .6 8 ;  N ,  2 1 .6 7 .  
Fo un d :  C ,  6 6 .1 9 ;  H ,  6 .6 4 ;  N,  21 .90 .  
N- ( t ra ns -4 - ( (5 - cya no py r id in -2-y l )a m ino)cy c lo hex y l ) -N- (4 - (1 -m ethy l -1 H -py ra zo l -4 -
y l )pheny l ) -3 -pheny lpro pa na m ide  (2 1) .  t e r t -Bu ty l  ( t ra n s -4 - ( (4 - (1 -me th y l -1 H -p yrazo l -4 -
y l )p h en y l ) (3 -p h en y lpro p an oy l ) amino )cyc lo h ex y l) ca rb ama te  was  pr ep a red  f ro m co mp o un d  
37  and  3 -ph en y lp rop io ny l  ch lo r id e  in  a  s im i l a r  mann e r  to  th a t  d esc r ib ed  fo r  co mpo un d  1 4  
and  o b ta in ed  in  8 6 %  y i e ld  a s  a  wh i t e  so l id .  1 H NMR  ( 3 00  MHz,  DMS O -d 6 )  δ  0 .9 1 –1 .11  ( m ,  
2 H) ,  1 .25  (d ,  J  =  12 .7  Hz ,  2 H) ,  1 .3 4  ( s ,  9 H) ,  1 .6 6– 1 .8 3  ( m ,  4 H) ,  2 .1 2  ( t ,  J  =  7 .6  Hz ,  2 H) ,  
2 .7 3  ( t ,  J  =  7 .6  Hz ,  2 H) ,  2 .94  ( br s ,  1 H) ,  3 .86  ( s ,  3 H) ,  4 .3 7  ( t ,  J  =  1 1 .6  Hz ,  1 H) ,  6 .67  (d ,  J  
=  8 .0  Hz ,  1 H) ,  7 .0 1  ( t ,  J  =  7 .7  Hz ,  4 H) ,  7 .0 8 – 7 .2 5  ( m,  3 H) ,  7 .56  (d ,  J  =  8 .1  Hz ,  2 H) ,  7 .8 7  
( s ,  1 H) ,  8 .15  ( s ,  1 H) .  MS m / z  5 25 .3  (M +  Na) + .  
A  mix ture  o f  te r t -b u ty l  ( t ra n s -4 - ( (4 - (1 -me th y l -1 H -py razo l -4 -y l )ph eny l ) (3 -
ph eny lp ro p ano y l ) amin o )cy c lo hex y l )ca rb ama te  (17 0  mg ,  0 .3 3 8  mmo l )  an d  4  M HCl  in  
E tOAc  (2 .0  m L,  8 .00  mmo l )  was  s t i r r ed  a t  r oo m temp era tu r e .  Af t e r  b e in g  s t i r r ed  a t  r oo m 
temp era tur e  fo r  2  h ,  t h e  mix tu re  was  co n cen t r a t ed .  A  mix ture  o f  th e  r e s idu e ,  6 -
f lu o ro n ico t in o n i t r i l e  (1 24  mg ,  1 .0 1  mmo l ) ,  an d  DIPEA (0 .2 95  mL,  1 .69  mmo l )  in  NMP (2  
mL)  was  s t i r r ed  a t  80  °C ov e rn ig h t .  Th e  mix tu re  was  p ou red  in to  wa te r  and  ex t rac t ed  wi th  
E tOAc .  Th e  o rg an ic  l ay e r  was  sep a ra t ed ,  wash ed  wi th  wa te r  an d  br in e ,  d r i ed  ov e r  Na 2 SO 4 ,  
and  co n cen t r a t ed .  Th e  r e s id u e  was  pu r i f i ed  by  s i l i ca  g e l  co lumn ch ro ma tog raph y  
(h ex an e /E tOAc  =  8 0 /2 0  to  20 /8 0)  to  g iv e  2 1  ( 13 0  mg,  76 %)  a s  a  wh i t e  so l id .  1 H NMR 
(6 0 0  MHz,  DMSO -d 6 )  δ  1 .0 8 –1 .17  (m ,  2 H) ,  1 .28 –1 .40  (m ,  2 H) ,  1 .7 8  (d ,  J  =  11 .4  Hz ,  2 H) ,  
1 .9 3  (d ,  J  =  1 1 .4  Hz ,  2 H) ,  2 .1 5  ( t ,  J  =  7 .7  Hz ,  2 H) ,  2 .7 5  ( t ,  J  =  7 .5  Hz ,  2 H) ,  3 .5 0  (br s ,  
1 H) ,  3 .8 7  ( s ,  3 H) ,  4 .4 7  ( t t ,  J  =  1 2 .1 ,  3 .5  Hz ,  1 H) ,  6 .48  (d ,  J  =  9 .2  Hz ,  1 H) ,  6 .9 9 – 7 .0 7  (m ,  
4 H) ,  7 .1 0– 7 .1 6  (m ,  1 H) ,  7 .18 –7 .23  (m,  2 H) ,  7 .46  (d ,  J  =  5 .9  Hz ,  1 H) ,  7 .57  (d ,  J  =  8 .4  Hz ,  
2 H) ,  7 .6 0  (d d ,  J  =  9 .0 ,  1 .7  Hz ,  1 H) ,  7 .88  ( s ,  1 H) ,  8 .1 6  ( s ,  1 H) ,  8 .28  (d ,  J  =  2 .2  Hz ,  1 H) .  
1 3 C NMR (15 1  MHz,  DMSO -d 6 )  δ  29 .4  (2 C) ,  3 0 .9 ,  3 1 .1  (2 C) ,  3 6 .3 ,  3 8 .6 ,  4 8 .4 ,  5 2 .5 ,  9 4 .0 ,  
10 8 .8 ,  1 19 .0 ,  12 0 .9 ,  1 2 5 .5  (2 C) ,  12 5 .8 ,  1 2 8 .0 ,  1 28 .1  (2 C) ,  12 8 .1  (2 C) ,  1 3 0 .5  (2 C) ,  1 32 .5 ,  




C 3 1 H 3 2 N 6 O·0 .5 C 6 H 1 4 O·0.5 H 2 O:  C,  72 .31 ;  H ,  7 .1 4 ;  N ,  1 4 .8 8 .  Fo un d :  C ,  72 .53 ;  H ,  7 .29 ;  N ,  
15 .20 .  Pur i ty  98 .8 %  (HPLC) .  X - r ay  cry s t a l  s t r u c tu r e  i s  ava i l ab le  (CC DC 1 83 5 99 6) .  
Benzy l  ( t rans -4 - ( (5 - cya no py r id in -2 -y l )am ino )cy c lo hexy l ) (4 - (1 -m ethy l -1 H-py ra zo l -4 -
y l )pheny l ) ca rbam a te  (2 2 ) .  Ben zy l  ( t ra n s -4 - ( ( t e r t -b u tox y carb on y l ) amin o )cy c lo h ex y l ) (4 -
(1 -me th y l -1 H-p yrazo l -4 -y l )p h eny l ) ca rb ama te  was  prep a red  f ro m co mpo un d  3 7  an d  b en zy l  
ch lo rofo rma te  i n  a  s im i l a r  man n er  to  th a t  desc r ib ed  fo r  comp ou nd  1 9  and  ob ta in ed  in  6 2 %  
y i e ld  a s  a  wh i t e  so l id .  MS m / z  4 49 .2  (M +  H) + .  
Co mpo un d 2 2  was  p r ep a red  f ro m b en zy l  ( t ran s -4 - ( ( t e r t -
bu to xy ca rb o ny l ) amin o )cyc lo h ex y l ) (4 - (1 -me th y l -1 H-py razo l -4 -y l )ph en y l) ca rb ama te  an d  6 -
f lu o ro n ico t in o n i t r i l e  i n  a  s im i l a r  man n e r  to  th a t  d esc r ib ed  fo r  comp o un d  2 1  and  o b ta in ed  
in  3 7 %  y i e ld  fo r  2  s t ep s  a s  a  wh i te  so l id .  1 H NMR (6 00  MHz,  DMS O -d 6 )  δ  1 .2 0 –1 .43  (m,  
4 H) ,  1 .8 1 –2 .03  (m,  4 H) ,  3 .54  (br s ,  1 H) ,  3 .87  ( s ,  3 H) ,  4 .0 6 – 4 .14  (m ,  1 H) ,  5 .0 5  ( s ,  2 H) ,  
6 .4 8  (d ,  J  =  8 .8  Hz ,  1 H) ,  7 .1 4  (d ,  J  =  8 .4  Hz,  2 H) ,  7 .1 7 – 7 .2 4  (m ,  2 H) ,  7 .23 –7 .29  (m,  1 H) ,  
7 .2 9– 7 .3 4  (m ,  2 H) ,  7 .4 6  (d ,  J  =  5 .5  Hz ,  1 H) ,  7 .5 7  (d ,  J  =  8 .4  Hz ,  2 H) ,  7 .6 1  (d d ,  J  =  8 .8 ,  
1 .5  Hz ,  1 H) ,  7 .8 7  (b r s ,  1 H) ,  8 .14  ( s ,  1 H) ,  8 .3 0  (d ,  J  =  2 .2  Hz ,  1 H) . 1 3 C NMR (1 51  MHz,  
DMSO-d 6 )  δ  29 .7  (2 C) ,  31 .0  (2 C) ,  38 .6 ,  4 8 .4 ,  55 .7 ,  6 5 .9 ,  94 .0 ,  1 08 .9 ,  11 9 .0 ,  12 1 .2 ,  1 25 .1  
(2 C) ,  1 26 .8  (2 C) ,  12 7 .5 ,  1 2 7 .9 ,  12 8 .2  (2 C) ,  1 3 0 .1  (2 C) ,  1 31 .9 ,  1 35 .8 ,  13 6 .1 ,  13 7 .0 ,  13 8 .4 ,  
15 3 .0 ,  15 4 .4 ,  15 9 .2 .  MS m / z  5 0 7 .2  (M +  H) + .  An a l .  Ca lcd  fo r  C 3 0 H 3 0 N 6 O 2 ·0 .5 H 2 O:  C,  
69 .88 ;  H ,  6 .06 ;  N ,  1 6 .30 .  Fou nd :  C ,  6 9 .5 4 ;  H ,  6 .12 ;  N ,  1 6 .4 4 .  X - r ay  c ry s t a l  s t r uc tu r e  i s  
ava i l ab le  (CCD C 1 83 59 97 ) .  
3-Benzy l -1 - ( t ra ns -4 - ( (5 - cya no py r id in -2 -y l )a mino )cy c lo hex y l ) -1 - (4 - (1 -m ethy l -1 H -
py ra zo l -4 -y l )pheny l )urea  (23 ) .  To a  so lu t io n  o f  3 7  ( 50 0  mg,  1 .3 5  mmo l )  an d  E t 3 N (0 .56 3  
mL,  4 .0 5  mmo l )  in  THF (1 2  mL)  was  ad d ed  b enzy l  i so cy an a te  (0 .50 0  mL,  4 .05  mmo l )  a t  
ro o m temp era tu r e .  Th e  mix tu re  was  s t i r r ed  a t  ro o m temp era tu r e  ov e rn ig h t .  Th e  mix tu re  
was  p o ured  in to  wa te r  a t  r oo m temp era tu r e .  T h e  re su l t an t  p r ec ip i t a t ed  so l id  was  co l l ec t ed  
by  f i l t r a t io n .  Th e  r e su l t an t  co lor l e ss  so l id  was  d i s so lv ed  in  THF an d  p ur i f i ed  b y  NH s i l i ca  
g e l  co lu mn ch r o ma to graph y  (h ex an e /E tOAc  =  9 0 /1 0  to  0 /10 0 )  and  so l id i f i ed  wi th  
h ex an e /E tOAc  to  g ive  t e r t -bu ty l  ( t ran s -4 - ( (b en zy lcarb amo y l ) (4 - (1 -me th y l -1 H -p yrazo l -4 -
y l )p h en y l ) amin o)cy c lo h ex y l ) ca rb ama te  (61 0  mg ,  90 %)  a s  a  wh i t e  so l id .  1 H NMR  ( 3 00  




Hz,  4 H) ,  2 .8 3 – 3 .0 2  (m ,  1 H) ,  3 .8 7  ( s ,  3 H) ,  4 .07 –4 .27  (m ,  3 H) ,  5 .7 7  ( t ,  J  =  5 .6  Hz,  1 H) ,  
6 .6 6  (d ,  J  =  7 .3  Hz ,  1 H) ,  7 .0 9 – 7 .2 0  (m ,  5 H) ,  7 .2 2 –7 .31  (m ,  2 H) ,  7 .6 2  (d ,  J  =  8 .1  Hz ,  2 H) ,  
7 .8 8  ( s ,  1 H) ,  8 .1 6  ( s ,  1 H) .  MS m / z  5 0 4 .3  (M +  H) + .  
Co mpo un d  23  was  p r ep a red  f ro m t e r t -bu ty l  ( t ra n s -4 - ( (b en zy lca rb amoy l ) (4 - (1 -me thy l -1 H -
py razo l -4 -y l )ph eny l ) amino )cy c lo h ex y l ) carb ama te  and  6 - f lu oro n ico t in on i t r i l e  i n  a  s im i l a r  
man n e r  to  th a t  d esc r ib ed  fo r  comp ou nd  2 1  and  ob ta in ed  in  82 %  y i e ld  a s  a  wh i t e  so l id .  1 H  
NMR  ( 30 0  MHz,  DMSO -d 6 )  δ  1 .0 2 –1 .23  (m ,  2 H) ,  1 .2 5 – 1 .4 3  (m ,  2 H) ,  1 .8 1  (d ,  J  =  1 0 .1  Hz ,  
2 H) ,  1 .92  (d ,  J  =  1 1 .3  Hz,  2 H) ,  3 .50  (b r s ,  1 H) ,  3 .8 7  ( s ,  3 H) ,  4 .1 5  (d ,  J  =  6 .0  Hz ,  2 H) ,  
4 .2 9  ( t ,  J  =  11 .5  Hz,  1 H) ,  5 .81  ( t ,  J  =  5 .9  Hz ,  1 H) ,  6 .4 7  (d ,  J  =  9 .1  Hz ,  1 H) ,  7 .0 9 – 7 .2 1  (m ,  
5 H) ,  7 .2 4 –7 .34  (m ,  2 H) ,  7 .4 6  (d ,  J  =  7 .2  Hz ,  1 H) ,  7 .57 – 7 .6 6  (m ,  3 H) ,  7 .8 9  ( s ,  1 H) ,  8 .1 7  ( s ,  
1 H) ,  8 .2 8  (d ,  J  =  1 .6  Hz ,  1 H) .  1 3 C NMR (1 5 1  MHz,  DMSO -d 6 )  δ  3 0 .1  (2 C) ,  3 1 .3  (2 C) ,  
38 .6 ,  43 .4 ,  48 .5 ,  5 3 .1 ,  93 .9 ,  10 9 .0 ,  1 1 9 .0 ,  1 21 .2 ,  12 5 .7  (2 C) ,  12 6 .1 ,  12 6 .6  (2 C) ,  12 7 .8 6 ,  
12 7 .9 1  (2 C) ,  1 31 .4  (2 C ) ,  1 32 .2 ,  1 3 5 .6 ,  1 3 6 .1 ,  13 8 .3 ,  14 1 .2 ,  1 53 .0 ,  1 56 .4 ,  1 59 .2 .  MS m / z  
50 6 .3  (M + H) + .  Ana l .  Ca lcd  fo r  C 3 0 H 3 1 N 7 O :  C ,  71 .26 ;  H ,  6 .1 8 ;  N ,  1 9 .3 9 .  Fou nd :  C ,  
71 .07 ;  H ,  6 .24 ;  N ,  19 .4 0 .  X - r ay  c ry s t a l  s t r u c tu r e  i s  av a i l ab le  ( C CDC 18 35 9 98 . )  
1- ( t ra ns -4 - ( (5 -Cy a no py r id in -2-y l )a m ino)cy c lo hex y l ) -3 - ( cy c lo hexy lmethy l ) -1 - (4 - (1 -
methy l -1 H -py ra zo l -4 -y l )pheny l )urea  (2 4 ) .  t e r t -Bu ty l  ( t ran s -4 -
( ( ( cy c lo h ex y lme thy l ) ca rb amoy l ) (4 - (1 -methy l -1 H -p y razo l -4 -
y l)p h en y l ) amin o)cy c lo h ex y l ) ca rb ama te  was  p r ep a red  f ro m comp ou nd  3 7  an d  
cyc lo h ex an emeth y l  i so cyan a te  i n  a  s im i l a r  mann e r  to  tha t  d esc r ib ed  for  co mpo u nd  23  an d  
ob ta in ed  in  6 9 %  y i e ld  a s  a  wh i t e  so l id .  1 H NMR  (3 0 0  MHz,  DMSO -d 6 )  δ  0 .60 –0 .8 4  (m ,  
2 H) ,  0 .9 0 –1 .31  ( m ,  8 H) ,  1 .34  ( s ,  9 H) ,  1 .44 – 1 .66  ( m ,  5 H) ,  1 .6 6– 1 .8 3  (m ,  4 H) ,  2 .79  ( t ,  J  =  
6 .1  Hz ,  2 H) ,  2 .86 –3 .03  ( m,  1 H) ,  3 .8 7  ( s ,  3 H) ,  4 .1 6  ( t ,  J  =  1 1 .8  Hz ,  1 H) ,  4 .9 6  ( t ,  J  =  5 .6  
Hz ,  1 H) ,  6 .65  (d ,  J  =  7 .4  Hz ,  1 H) ,  7 .07  (d ,  J  =  8 .0  Hz ,  2 H) ,  7 .6 1  (d ,  J  =  8 .1  Hz ,  2 H) ,  7 .8 9  
( s ,  1 H) ,  8 .17  ( s ,  1 H) .  MS m / z  5 10 .4  (M +  H) + .  
Co mpo un d  24  was  p r ep ared  f ro m t e r t -b u ty l  ( t ran s -4 - ( ( ( cy c lo h ex y lme th y l ) carb amo y l ) (4 -
(1 -meth y l -1 H -p yrazo l -4 -y l )p h eny l ) amin o )cy c loh exy l ) ca rb ama te  an d  6 -
f lu o ro n ico t in o n i t r i l e  i n  a  s im i l a r  man n e r  to  th a t  d esc r ib ed  fo r  comp o un d  2 1  and  o b ta in ed  
in  4 8 %  y i e ld  a s  a  wh i t e  so l id .  1 H NMR  ( 3 00  MHz,  DMSO-d 6 )  δ  0 .6 1 –0 .82  (m ,  2 H) ,  0 .9 5 –




= 1 0 .3  Hz ,  2 H) ,  2 .80  ( t ,  J  =  6 .1  Hz,  2 H) ,  3 .4 9  (b r s ,  1 H) ,  3 .88  ( s ,  3 H) ,  4 .26  ( t ,  J  =  1 1 .8  Hz ,  
1 H) ,  5 .0 0  ( t ,  J  =  5 .7  Hz ,  1 H) ,  6 .4 7  (d ,  J  =  8 .9  Hz ,  1 H) ,  7 .1 0  (d ,  J  =  8 .2  Hz ,  2 H) ,  7 .4 6  (d ,  
J  =  7 .8  Hz,  1 H) ,  7 .55 – 7 .6 7  (m,  3 H) ,  7 .90  ( s ,  1 H) ,  8 .18  ( s ,  1 H) ,  8 .2 8  (d ,  J  =  1 .9  Hz ,  1 H) .  
1 3 C NM R (7 5  MHz,  DMSO -d 6 )  δ  25 .9  (2 C) ,  26 .7 ,  3 0 .7  (2 C) ,  30 .8  (2 C) ,  3 1 .8  (2 C) ,  3 8 .3 ,  
46 .7 ,  49 .1 ,  53 .5 ,  9 4 .5 ,  11 9 .6 ,  1 2 1 .8 ,  1 26 .2  (2 C) ,  1 2 8 .5 ,  1 31 .9  (2 C) ,  13 2 .7 ,  1 3 6 .3 ,  1 36 .7 ,  
13 8 .9 ,  1 53 .6 ,  15 6 .9 ,  1 59 .7 .  2 C were  n o t  o b se rv ed .  MS m / z  51 2 .4  (M +  H) + .  Ana l .  Ca lcd  
fo r  C 3 0 H 3 7 N 7 O:  C,  7 0 . 4 2 ;  H,  7 .2 9 ;  N ,  1 9 .1 6 .  F ou nd :  C ,  7 0 .4 2 ;  H ,  7 .3 0 ;  N ,  1 9 .2 3 .  
3-Benzy l -1 - (c i s -4 - ( (5 - cya no py r id in -2 -y l )am in o)cy c lo hex y l ) -1 - (4 - (1 -methy l -1 H -py ra zo l -
4 -y l )pheny l )urea  (2 5 ) .  t e r t -Bu ty l  ( c i s -4 - ( (b enzy lca rb amoy l ) (4 - (1 -me th y l -1 H -p yrazo l -4 -
y l )p h en y l ) amin o)cy c lo h ex y l ) ca rb ama te  was  pr ep a red  f rom comp o un d 3 9  and  b en zy l  
i so cy an a te  i n  a  s im i l a r  man ne r  to  th a t  d esc r ib ed  fo r  co mp o un d 2 3  and  o b ta in ed  in  68 %  
y i e ld  a s  a  wh i t e  so l id .  1 H NMR  ( 3 0 0  MHz,  DMSO -d 6 )  δ  1 .3 2  ( s ,  9 H) ,  1 .34 – 1 .5 8  (m ,  6 H) ,  
1 .7 1  (d ,  J  =  1 3 .5  Hz ,  2 H) ,  3 .46  (br s ,  1 H) ,  3 .8 7  ( s ,  3 H) ,  4 .10 – 4 .2 7  (m ,  3 H) ,  5 .6 7  ( t ,  J  =  6 .0  
Hz ,  1 H) ,  6 .6 3  (b r s ,  1 H) ,  7 .1 0 –7 .20  (m,  5 H) ,  7 .22 –7 .31  (m,  2 H) ,  7 .6 2  (d ,  J  =  8 .3  Hz ,  2 H) ,  
7 .8 9  ( s ,  1 H) ,  8 .1 6  ( s ,  1 H) .  MS m / z  5 2 6 .2  (M +  Na) + .  
Co mpo un d  2 5  was  p r ep ared  f ro m t e r t -b u ty l  ( c i s -4 - ( (b en zy lca rbamo y l) (4 - (1 -me th y l -1 H -
py razo l -4 -y l )ph eny l ) amino )cy c lo h ex y l ) carb ama te  an d  6 - f lu oron ico t in on i t r i l e  i n  a  s im i l a r  
man n e r  to  th a t  d esc r ib ed  fo r  comp ou nd  2 1  and  ob ta in ed  in  52 %  y i e ld  a s  a  wh i t e  so l id .  1 H  
NMR  ( 30 0  MHz,  DMSO -d 6 )  δ  1 .2 7 –1 .46  ( m ,  2 H) ,  1 .5 2– 1 .7 2  (m ,  4 H) ,  1 .8 9  (d ,  J  =  1 2 .1  Hz ,  
2 H) ,  3 .87  ( s ,  3 H) ,  3 .9 3  (b r s ,  1 H) ,  4 .15  (d ,  J  =  6 .1  Hz ,  2 H) ,  4 .27  ( t ,  J  =  1 1 .7  Hz ,  1 H) ,  5 .7 1  
( t ,  J  =  5 .9  Hz ,  1 H) ,  6 .5 4  (d ,  J  =  8 .9  Hz ,  1 H) ,  7 .1 1– 7 .2 1  ( m ,  5 H) ,  7 .2 2– 7 .3 7  ( m ,  3 H) ,  7 .56  
(d d ,  J  =  8 .8 ,  2 .2  Hz ,  1 H) ,  7 .6 3  (d ,  J  =  8 .3  Hz ,  2 H) ,  7 .8 9  ( s ,  1 H) ,  8 .17  ( s ,  1 H) ,  8 .3 3  (d ,  J  =  
2 .2  Hz ,  1 H) .  1 3 C NMR (1 5 1  MHz,  DMSO -d 6 )  δ  26 .5  (2 C) ,  29 .0  (2 C) ,  38 .6 ,  4 3 .4 ,  4 4 .4 ,  54 .0 ,  
94 .0 ,  1 0 8 .8 ,  1 19 .0 ,  1 2 1 .3 ,  1 25 .8  (2 C) ,  12 6 .1 ,  12 6 .6  (2 C) ,  1 27 .8 ,  1 2 7 .9  (2 C) ,  1 31 .4  (2 C) ,  
13 2 .1 ,  13 5 .9 ,  13 6 .1 ,  1 38 .0 ,  1 41 .2 ,  1 52 .8 ,  1 5 6 .4 ,  1 5 9 .3 .  MS m / z  5 0 6 .2  (M +  H) + .  Ana l .  
Ca lcd  fo r  C 3 0 H 3 1 N 7 O·0 .5 C 4 H 8 O 2 :  C ,  6 9 .9 2 ;  H ,  6 .4 2 ;  N ,  1 7 .8 4 .  Fou nd :  C ,  6 9 .5 9 ;  H ,  6 .70 ;  
N ,  1 7 .8 0 .  Pu r i ty  9 8 .1 %  (HPLC) .  
3-Benzy l -1 - ( t ra ns -4 - ( (5 - cya no py r id in -2 -y l )a mino )cy c lo hex y l ) -1 -pheny lurea  (2 6) .  
Co mpo un d 2 6  was  p r ep ared  f ro m co mp o un d 41  an d  6 - f luo ron ico t in on i t r i l e  in  a  s im i l a r  




NMR  ( 30 0  MHz,  DMSO -d 6 )  δ  1 .0 1 –1 .19  (m ,  2 H) ,  1 .2 3 – 1 .4 2  (m ,  2 H) ,  1 .8 1  (d ,  J  =  1 1 .3  Hz ,  
2 H) ,  1 .9 1  (d ,  J  =  10 .8  Hz ,  2 H) ,  3 .4 8  (b r s ,  1 H) ,  4 .1 6  (d ,  J  =  5 .9  Hz ,  2 H) ,  4 .2 8  ( t ,  J  =  12 .0  
Hz ,  1 H) ,  5 .6 9  ( t ,  J  =  6 .0  Hz ,  1 H) ,  6 .4 7  (d ,  J  =  8 .9  Hz ,  1 H) ,  7 .1 8  ( t ,  J  =  8 .2  Hz ,  5 H) ,  7 .2 3 –
7 .3 2  (m ,  2 H) ,  7 .37 –7 .5 2  (m ,  4 H) ,  7 .60  (dd ,  J  =  8 .8 ,  2 .0  Hz ,  1 H) ,  8 .2 9  (d ,  J  =  2 .1  Hz ,  1 H) .  
1 3 C NMR (1 51  MHz,  DMSO -d 6 )  δ  3 0 .1  (2 C) ,  3 1 .2  (2 C) ,  43 .4 ,  4 8 .5 ,  53 .1 ,  9 3 .9 ,  1 08 .8 ,  
11 9 .0 ,  1 26 .2 ,  12 6 .6  (2 C) ,  1 27 .9 ,  12 7 .9  (2 C) ,  12 9 .3  (2 C) ,  1 31 .0  (2 C) ,  13 8 .0 ,  1 3 8 .4 ,  14 1 .1 ,  
15 3 .0 ,  1 56 .3 ,  15 9 .2 .  MS m / z  42 6 .2  (M + H) + .  An a l .  Ca lcd  fo r  C 2 6 H 2 7 N 5 O:  C,  7 3 .3 9 ;  H,  
6 .4 0 ;  N,  16 .46 .  Fo un d :  C ,  73 .73 ;  H ,  6 .4 4 ;  N ,  1 6 .6 1 .  
3-Benzy l -1 - ( t ra ns -4 - ( (5 - cya no py r id in -2 -y l )a mino )cy c lo hex y l ) -1 - (4 - (py r id in -3-
y l )pheny l )urea  (2 7 ) .  Comp ou nd  27  was  p r ep a red  f ro m co mp o un d 4 2  and  6 -
f lu o ro n ico t in o n i t r i l e  i n  a  s im i l a r  man n er  to  th a t  d esc r ibed  for  co mp o un d  21  an d  o b ta in ed  
in  5 3 %  y i e ld  a s  a  wh i t e  so l id .  1 H NMR  ( 3 00  MHz,  DMSO-d 6 )  δ  1 .0 8 –1 .25  (m ,  2 H) ,  1 .2 6 –
1 .4 2  (m ,  2 H) ,  1 .7 9 –1 .9 8  (m ,  4 H) ,  3 .4 3 –3 .58  (m ,  1 H) ,  4 .1 7  (d ,  J  = 5 .9  Hz ,  2 H) ,  4 .2 6 – 4 .3 8  
(m ,  1 H) ,  5 .9 4  ( t ,  J  = 6 .1  Hz ,  1 H) ,  6 .4 7  (d ,  J  = 8 .9  Hz ,  1 H) ,  7 .1 4 –7 .2 3  (m ,  3 H) ,  7 .27  (d ,  J  
= 6 .9  Hz ,  2 H) ,  7 .3 2  (d ,  J  = 8 .1  Hz ,  2 H) ,  7 .44 – 7 .5 4  (m,  2 H) ,  7 .6 0  (d d ,  J  = 8 .8 ,  1 .9  Hz ,  1 H) ,  
7 .8 4  (d ,  J  = 8 .2  Hz ,  2 H) ,  8 .13  (d ,  J  = 8 .2  Hz ,  1 H) ,  8 .2 9  (d ,  J  = 2 .0  Hz ,  1 H) ,  8 .5 9  (d ,  J  =  
4 .7  Hz ,  1 H) ,  8 .9 5  (d ,  J  = 1 .8  Hz ,  1 H) .  1 3 C NMR (1 51  MHz,  DMSO -d 6 )  δ  30 .2  (2 C) ,  31 .3  
(2 C) ,  4 3 .5 ,  48 .5 ,  5 3 .3 ,  93 .9 ,  1 0 8 .9 ,  11 9 .0 ,  1 23 .8 ,  1 26 .2 ,  1 2 6 .7  (2 C ) ,  1 27 .7 ,  1 2 7 .9  (2 C) ,  
13 1 .8  (2 C) ,  1 3 4 .0  (2 C ) ,  1 34 .7 ,  1 36 .4 ,  1 3 8 .1 ,  13 8 .3 ,  14 1 .2 ,  14 7 .6 ,  14 8 .6 ,  15 3 .0 ,  15 6 .3 ,  
15 9 .2 .  MS m / z  5 0 3 .3  (M +  H) + .  Ana l .  Ca lcd  for  C 3 1 H 3 0 N 6 O·0 .2  C 4 H 8 O 2 :  C ,  7 3 .4 2 ;  H ,  6 .1 2 ;  
N ,  1 6 .1 5 .  Fo u nd :  C ,  73 .25 ;  H ,  5 .97 ;  N ,  16 .07 .  Pu r i ty  99 .7 % (HPLC) .  
3-Benzy l -1 - ( t ra ns -4 - ( (5 - cya no py r id in -2 -y l )a mino )cy c lo hex y l ) -1 - (4 - (1 -m ethy l -2 -ox o -
1 ,2 -d ihy dro py r id in -3 -y l )pheny l )urea  (28 ) .  Co mpo un d  2 8  was  p r ep ared  f rom co mp ou n d 
43  an d  1 -meth y l -3 - (4 ,4 ,5 ,5 - t e t r ame thy l -1 ,3 ,2 -d io x abo ro lan -2 -y l )p yr i d in -2(1 H ) -o n e  (4 5 )  i n  
a  s im i l a r  man n e r  to  th a t  d esc r ib ed  fo r  co mp o un d 2  an d  o b ta in ed  in  69 %  y i e ld  a s  a  wh i t e  
so l id .  1 H NMR (60 0  MHz,  DMSO -d 6 )  δ  1 .10 – 1 .2 1  (m ,  2 H) ,  1 .2 8 – 1 .3 8  (m ,  2 H) ,  1 .8 3  (d ,  J  
=  11 .4  Hz ,  2 H) ,  1 .9 2  (d ,  J  =  11 .7  Hz ,  2 H) ,  3 .43 –3 .60  (m ,  4 H) ,  4 .1 8  (d ,  J  =  5 .9  Hz ,  2 H) ,  
4 .3 0  ( t t ,  J  =  12 .0 ,  3 .6  Hz ,  1 H) ,  5 .79  ( t ,  J  =  5 .9  Hz ,  1 H) ,  6 .3 4  ( t ,  J  =  6 .8  Hz ,  1 H) ,  6 .4 7  (d ,  
J  =  8 .8  Hz ,  1 H) ,  7 .1 5 – 7 .2 2  (m ,  5 H) ,  7 .2 4 –7 .30  (m ,  2 H) ,  7 .46  (d ,  J  =  6 .2  Hz ,  1 H) ,  7 .60  (d d ,  




(d ,  J  =  8 .8  Hz ,  2 H) ,  8 .2 9  (d ,  J  =  1 .8  Hz ,  1 H) .  1 3 C NMR (1 51  MHz,  D MSO -d 6 )  δ  30 .2  (2 C) ,  
31 .2  (2 C) ,  3 7 .4 ,  4 3 .4 ,  4 8 .5 ,  5 3 .3 ,  9 3 .9 ,  10 5 .1 ,  10 8 .8 ,  1 1 9 .0 ,  1 26 .2 ,  1 2 6 .6  (2 C) ,  1 2 7 .9  (2 C) ,  
12 8 .1 ,  12 9 .0  (2 C) ,  1 3 0 .4  (2 C) ,  1 36 .3 ,  1 37 .0 ,  1 3 7 .9 ,  13 8 .3 ,  13 9 .4 ,  14 1 .1 ,  15 3 .0 ,  15 6 .4 ,  
15 9 .2 ,  1 6 0 .7 .  MS m / z  53 3 .2  (M +  H) + .  Ana l .  Ca lcd  fo r  C 3 2 H 3 2 N 6 O 2 ·C 4 H 8 O 2 :  C ,  6 9 .6 6 ;  H ,  
6 .5 0 ;  N,  13 .54 .  Fo un d :  C ,  69 .54 ;  H ,  6 .8 1 ;  N ,  1 3 .8 0 .  Pu r i ty  9 9 .6 % (HPLC) .  
3-Benzy l -1 - ( t ra ns -4 - ( (5 - cya no py r id in -2 -y l )a mino )cy c lo hex y l ) -1 - (4 - (1 -m ethy l -6 -ox o -
1 ,6 -d ihy dro py r id in -2 -y l )pheny l )urea  (2 9 ) .  Co mpo un d 2 9  was  p rep ared  f ro m co mpo un d 
47  an d  6 -b ro mo -1 -me thy lp yr id in -2 (1 H ) -o n e  i n  a  s im i l a r  mann e r  to  th a t  d esc r ib ed  for  
comp ou nd  37  an d  ob ta in ed  in  4 4 %  y i e ld  a s  a  wh i t e  so l id .  1 H NMR (6 00  MHz,  DMSO -d 6 )  δ  
1 .1 3– 1 .2 3  (m ,  2 H) ,  1 .3 0 – 1 .4 0  (m ,  2 H) ,  1 .85  (d ,  J  =  1 1 .4  Hz ,  2 H) ,  1 .9 4  (d ,  J  =  1 1 .0  Hz,  
2 H) ,  3 .3 2  ( s ,  3 H) ,  3 .4 8 –3 .61  (m ,  1 H) ,  4 .20  (d ,  J  =  5 .9  Hz ,  2 H) ,  4 .3 2  ( t t ,  J  =  1 2 .1 ,  3 .5  Hz ,  
1 H) ,  5 .9 8  ( t ,  J  =  6 .1  Hz ,  1 H) ,  6 .1 9  (d d ,  J  =  6 .8 ,  1 .3  Hz ,  1 H) ,  6 .45  (dd ,  J  =  9 .0 ,  1 .3  Hz ,  
1 H) ,  6 .4 8  ( d ,  J  =  8 .8  Hz ,  1 H) ,  7 .16 –7 .22  (m ,  3 H) ,  7 .2 7 – 7 .3 2  (m ,  4 H) ,  7 .43 –7 .51  (m ,  2 H) ,  
7 .5 6  (d ,  J  =  8 .1  Hz ,  2 H) ,  7 .6 1  (d ,  J  =  7 .7  Hz ,  1 H) ,  8 .3 0  (d ,  J  =  2 .2  Hz ,  1 H) .  1 3 C NMR 
(1 5 1  MHz,  DMSO -d 6 )  δ  30 .1  (2 C) ,  3 1 .3  (2 C) ,  3 4 .1 ,  43 .4 ,  4 8 .4 ,  5 3 .4 ,  9 4 .0 ,  10 7 .0 ,  10 8 .9 ,  
11 7 .9 ,  1 19 .0 ,  12 6 .2 ,  1 2 6 .5  (2 C) ,  12 8 .0  (2 C) ,  1 29 .5  (2 C) ,  1 3 1 .2  (2 C) ,  13 4 .5 ,  1 38 .3 ,  13 8 .8 ,  
13 8 .9 ,  14 1 .1 ,  1 49 .6 ,  1 5 3 .0 ,  15 6 .3 ,  15 9 .1 ,  16 2 .3 .  MS m / z  5 3 3 .2  (M +  H) + .  Ana l .  Ca lcd  fo r  
C 3 2 H 3 2 N 6 O 2 ·0 .5 H 2 O:  C,  7 0 .9 6 ;  H ,  6 .14 ;  N ,  1 5 .52 .  Fou n d :  C ,  7 1 .1 0 ;  H ,  6 .01 ;  N ,  15 .52 .  
3-Benzy l -1 - ( t ra ns -4 - ( (5 - cya no py r id in -2 -y l )a mino )cy c lo hex y l ) -1 - (4 - (1 -m ethy l -2 -ox o -
1 ,2 -d ihy dro py r id in -4 -y l )pheny l )urea  ( 3 0 ) .  Co mpo un d 3 0  was  p rep ared  f ro m co mpo un d 
47  an d  4 -b ro mo -1 -me thy lp yr id in -2 (1 H ) -o n e  i n  a  s im i l a r  mann e r  to  th a t  d esc r ib ed  for  
comp ou nd  3 7  an d  o b ta in ed  in  4 8 %  y i e ld  a s  a  wh i t e  so l id .  1 H NMR (60 0  MHz,  CD Cl 3 )  δ  
1 .2 8– 1 .3 6  (m ,  2 H) ,  1 .3 9 – 1 .4 8  (m ,  2 H) ,  2 .00  (d ,  J  =  1 1 .7  Hz ,  2 H) ,  2 .1 2  (d ,  J  =  1 1 .7  Hz,  
2 H) ,  3 .5 6  (br s ,  1 H) ,  3 .60  ( s ,  3 H) ,  4 .2 8 –4 .35  (m ,  1 H) ,  4 .3 8  (d ,  J  =  5 .5  Hz ,  2 H) ,  4 .62  ( t t ,  J  
=  12 .1 ,  3 .5  Hz ,  1 H) ,  5 .10  (d ,  J  =  7 .7  Hz ,  1 H) ,  6 .2 8  (d ,  J  =  8 .8  Hz ,  1 H) ,  6 .40  (d d ,  J  =  7 .0 ,  
1 .8  Hz ,  1 H) ,  6 .7 9  (d ,  J  =  1 .8  Hz ,  1 H) ,  7 .1 8  (d ,  J  =  7 .3  Hz ,  2 H) ,  7 .20 –7 .24  (m ,  1 H) ,  7 .2 5 –
7 .3 0  (m ,  4 H) ,  7 .3 8  (d ,  J  =  7 .3  Hz ,  1 H) ,  7 .42  (d d ,  J  =  9 .0 ,  2 .0  Hz ,  1 H) ,  7 .62  (d ,  J  =  8 .4  Hz ,  
2 H) ,  8 .2 7  (d ,  J  =  1 .8  H z ,  1 H) .  1 3 C NM R (1 51  MHz,  CDCl 3 )  δ  3 0 .5  (2 C) ,  32 .2  (2 C) ,  3 7 .4 ,  
44 .7 ,  4 9 .4 ,  53 .7 ,  9 6 .5 ,  10 5 .1 ,  10 7 .6 ,  1 17 .4 ,  1 18 .7 ,  1 27 .1  (2 C) ,  12 7 .2 ,  1 28 .2  (2 C) ,  12 8 .6  




MS m / z  5 3 3 .2  (M +  H) + .  An a l .  Ca lcd  for  C 3 2 H 3 2 N 6 O 2 ·0 .4 H 2 O:  C,  7 1 .2 0 ;  H ,  6 .1 2 ;  N ,  15 .57 .  
Fo un d :  C ,  7 1 .3 6 ;  H ,  6 .1 0 ;  N,  15 .40 .  
1 - ( (4 - (1 -Methy l -1H -py razo l -4 -y l )pheny l ) su l fo ny l)p iper id i n -4 -a min e hy dro chlo r ide  
(3 2 ) .  To  a  so lu t io n  o f  t e r t -bu ty l  p ipe r id in -4 -y lca rb ama te  ( 31 )  (2 .5 4  g ,  12 .7  mmo l)  an d  
E t 3 N (2 .6 5  mL,  1 9 .0  mmo l )  in  THF (1 0 0  mL)  was  ad d ed  4 -bro mo b en zen esu l fon y l  ch lor id e  
(3 .56  g ,  1 4 .0  mmo l )  p or t io n wise  a t  0  °C .  Th e  mix tu re  was  s t i r r ed  a t  ro o m temp era tu r e  
ov e rn ig h t .  Th e  mix tu re  was  po u red  in to  wa te r  an d  ex t r ac t ed  wi th  E tOAc .  Th e  org an ic  
l ay er  w as  sep a ra t ed ,  wash ed  wi th  wa te r  an d  br in e ,  d r i ed  ov e r  Na 2 SO 4  an d  co n cen t r a t ed .  
Th e  r e s id u e  was  wash e d  wi th  d i i so pro py l  e th e r  an d  co l l ec t ed  b y  f i l t r a t ion  to  g iv e  t e r t -
bu ty l  N- (1 - (4 -b ro mop h eny l ) su l fo n y l -4 -p ip e r id y l ) ca rb ama te  (5 .1 0  g ,  9 6 %)  a s  a  wh i t e  so l id .  
1 H NMR  ( 3 0 0  MHz,  CDCl 3 )  δ  1 .4 2  ( s ,  9 H) ,  1 .4 8  (d d ,  J  =  12 .3 ,  3 .5  Hz ,  2 H) ,  1 .9 9  (d ,  J  =  
10 .5  Hz ,  2 H) ,  2 .4 7  ( t ,  J  =  1 2 .0  Hz ,  2 H) ,  3 .40  (br s ,  1 H) ,  3 .6 8  (d ,  J  =  11 .6  Hz ,  2 H) ,  4 .38  
(b r s ,  1 H) ,  7 .5 8– 7 .6 4  (m ,  2 H) ,  7 .65 –7 .72  (m ,  2 H) .  MS m / z  4 4 1 .1  (M +  Na) + .  
A mix tu re  o f  t e r t -b u ty l  N- (1 - (4 -b romo ph eny l ) s u l fo ny l -4 -p ip er id y l )ca rb ama te  ( 5 .1 0  g ,  1 2 .2  
mmo l ) ,  1 -methy l -4 - (4 ,4 ,5 ,5 - t e t r ame th y l -1 ,3 ,2 -d io x ab o ro lan -2 -y l ) -1 H -p y razo le  (2 .5 3  g ,  
12 .2  mmo l ) ,  Pd (dp p f )C l 2 ·CH 2 Cl 2  ( 9 93  mg ,  1 .2 2  mmo l ) ,  an d  K 2 CO 3  ( 3 .3 6  g ,  2 4 .3  mmo l )  in  
DMF (1 00  mL) an d  wa te r  (2 0  mL)  was  s t i r r ed  a t  1 00  °C u n de r  Ar  ov e rn ig h t .  In so lu b le  
ma ter i a l s  were  f i l t e r ed  o ff ,  an d  th e  f i l t r a t e  was  p o ured  in to  wa te r  and  ex t r ac t ed  wi th  
E tOAc .  Th e  o rg an ic  l ay e r  was  se p a ra t ed ,  wash ed  wi th  wa te r  and  b r in e ,  d r i ed  o ve r  Na 2 SO 4 ,  
and  co n cen t r a t ed .  Th e  r e s id u e  was  pu r i f i ed  by  s i l i ca  g e l  co lumn ch ro ma tog raph y  
(h ex an e /E tOAc  =  9 8 /2  to  5 0 /5 0 )  to  g iv e  t e r t -bu ty l  ( 1 - ( (4 - (1 -me th y l -1 H -p yrazo l -4 -
y l )p h en y l ) su l fo ny l )p ip e r id in -4 -y l ) ca rb am a te  ( 4 .2 3  g ,  8 3 %)  a s  a  wh i t e  so l id .  1 H NMR (30 0  
MHz,  DMSO -d 6 )  δ  1 .3 4  ( s ,  9 H) ,  1 .37 –1 .50  (m ,  2 H) ,  1 .7 6  (d ,  J  =  1 0 .4  Hz ,  2 H) ,  2 .35 –2 .48  
(m ,  2 H) ,  3 .2 4  (br s ,  1 H) ,  3 .47  (d ,  J  =  12 .1  Hz ,  2 H) ,  3 .8 9  ( s ,  3 H) ,  6 .85  (d ,  J  =  6 .1  Hz,  1 H) ,  
7 .6 7  (d ,  J  =  8 .1  Hz ,  2 H) ,  7 .8 0  (d ,  J  =  8 .0  Hz ,  2 H) ,  8 .0 0  ( s ,  1 H) ,  8 .3 1  ( s ,  1 H) .  MS m / z  
44 3 .2  (M + Na) + .  
A mix ture  o f  t e r t -bu ty l  (1 - ( (4 - (1 -me th y l -1 H -p y razo l -4 -y l )p h eny l ) su l fo n y l )p ip er id in -4 -
y l ) ca rb ama te  (3 .80  g ,  9 .0 4  mmo l)  and  10 % HCl  in  MeO H (2 0  mL)  was  s t i r r ed  a t  ro o m 
temp era tur e  fo r  3  h .  Th e  mix tu re  was  co n c en t r a t ed .  Th e  r e s id u e  was  so l id i f i ed  wi th  




NMR (30 0  MHz,  DMS O -d 6 )  δ  1 .4 9– 1 .6 9  ( m ,  2 H) ,  1 .9 2– 2 .0 3  (m ,  2 H) ,  2 .3 1 –2 .46  (m ,  2 H) ,  
2 .9 6– 3 .1 4  (m ,  1 H) ,  3 .6 5  (d ,  J  =  12 .1  Hz ,  2 H) ,  3 .8 9  ( s ,  3 H) ,  7 .6 5 –7 .7 3  (m ,  2 H) ,  7 .77 – 7 .8 6  
(m ,  2 H) ,  8 .0 1  (d ,  J  =  0 .6  Hz ,  1 H) ,  8 .07 –8 .2 1  (m ,  3 H) ,  8 .3 3  ( s ,  1 H) .  MS m / z  3 21 .1  (M +  
H) + .  
6- (P iper id in -4 -y la m ino)n ico t ino ni t r i l e  d ihy dro chlo r ide  ( 34 ) .  A mix tu re  o f  3 3  ( 5 .00  g ,  
25 .0  mmo l ) ,  6 - ch lo ron ico t in o n i t r i l e  ( 4 .1 5  g ,  3 0 .0  mmo l ) ,  and  DIPEA (8 .70  mL,  4 9 .9  
mmo l )  in  DMF (5 0  mL)  was  s t i r r ed  a t  1 2 0  °C o v ern igh t .  Th e  mix ture  was  po ured  in to  
wa te r  a t  r oo m temp era tur e  and  ex t rac t ed  wi th  E tOAc .  Th e  o rg an ic  l ay er  was  sep a ra t ed ,  
wash ed  wi th  wa te r  an d  b r in e ,  d r i ed  o v e r  Mg SO 4 ,  an d  co n cen t r a t ed .  Th e  r e s id u e  was  
pu r i f i ed  b y  s i l i ca  g e l  co lumn  chro ma to g rap hy  ( h ex an e /E tOAc  =  95 /5  to  50 /5 0 )  an d  
so l id i f i ed  wi th  hex an e /THF to  g iv e  t e r t - b u ty l  4 - ( (5 - cy an op y r id in -2 -y l ) amino )p ipe r id in e -
1- ca rbo xy la t e  (5 .0 0  g ,  66 %)  a s  a  wh i t e  so l id .  1 H NMR  ( 3 00  MHz,  CD Cl 3 )  δ  1 .24 –1 .5 3  (m ,  
11 H) ,  1 .9 0– 2 .1 5  (m ,  2 H) ,  2 .93  ( t ,  J  =  11 .6  Hz ,  2 H) ,  3 .7 8 – 4 .2 3  (m,  3 H) ,  4 .8 5  ( d ,  J  =  8 .2  
Hz ,  1 H) ,  6 .3 6  (dd ,  J  =  8 .8 ,  0 .6  Hz,  1 H) ,  7 .55  (dd ,  J  =  8 .8 ,  2 .3  Hz ,  1 H) ,  8 .3 4 –8 .37  (m,  1 H) .  
MS m / z  2 47 .2  (M +  H  −  5 6 ) + .  
To  a  so lu t io n  o f  t e r t - b u ty l  4 - ( (5 - cy ano p yr id in -2 -y l ) amin o )p ip e r id in e -1 - ca rb ox y la t e  ( 1 .0 0  
g ,  3 .3 1  mmo l )  in  E tOH  (1 5  mL)  was  ad d ed  4  M HCl  in  E tOAc  (19 .8  mL,  7 9 . 4  mmo l )  a t  
ro o m temp era tur e .  Th e  mix tu re  was  s t i r r ed  a t  r o om temp era tur e  o v ern igh t  an d  
con cen t r a t ed .  Th e  r e s idu a l  so l id  was  su sp en d ed  in  E tOAc  an d  co l l ec t ed  b y  f i l t r a t io n  to  
g iv e  34  (0 .89 6  g ,  98 %)  a s  a  wh i t e  so l id .  MS m / z  20 3 .2  (M + H) + .  
t e r t -Buty l  ( t ra ns -4 - ( (4 - brom o pheny l )a m ino)cy c lo hex y l )ca rbam a te  (36 ) .  A mix tu re  o f  3 5  
(1 .50  g ,  7 .0 0  mmo l ) ,  1 -b ro mo-4 - io d ob en zen e  (1 .9 8  g ,  7 .0 0  mmo l) ,  t e r t -Bu ONa  (1 .0 1  g ,  
10 .5  mmo l ) ,  Xan tp ho s  (0 .4 86  g ,  0 .84 0  mmo l )  in  to lu en e  (3 0  mL)  was  d eg assed  an d  p u rg ed  
wi th  Ar .  To  th e  mix ture  was  add ed  Pd 2 (db a ) 3  (0 .38 5  g ,  0 .4 2 0  mmo l )  a t  r oo m temp era tu r e ,  
and  th e  mix ture  was  s t i r red  a t  8 0  °C u n de r  Ar  o v e rn ig h t .  Th e  mix ture  was  p ou red  in to  
wa te r  and  ex t r ac t ed  wi th  E tOAc .  Th e  org an ic  l aye r  was  sep a ra t ed ,  wash ed  wi th  wa te r  and  
br in e ,  d r i ed  o v e r  Mg SO 4 ,  an d  con cen t r a t ed .  Th e  r e s idu e  was  p u r i f i ed  by  s i l i ca  g e l  co lu mn  
chro ma to g rap hy  ( h ex an e /E tOAc  =  95 /5  to  4 0 /60 )  and  NH s i l i ca  g e l  co lumn  
chro ma to g rap hy  (h ex an e /E tOAc  =  95 /5  to  3 0 /7 0)  to  g iv e  36  (1 .16  g ,  4 5 %)  a s  a  wh i t e  so l id .  




3 .2 4  (m ,  1 H) ,  3 .3 3 –3 .6 4  (m ,  2 H) ,  4 .3 2 –4 .47  (m ,  1 H) ,  6 .4 4  (d ,  J  =  8 .7  Hz ,  2 H) ,  7 .2 2  (d ,  J  
=  8 .7  Hz,  2 H) .  MS m / z  36 9 .1 ,  3 7 1 .1  (M +  H) + .  
t e r t -Buty l  ( t ra ns -4 - ( (4 - (1 -m ethy l -1 H -py ra zo l -4 -y l )pheny l )a m ino)cy c lo hexy l ) ca rba ma te  
(3 7 ) .  A mix tu re  o f  36  ( 1 .6 7  g ,  4 .5 2  mmo l ) ,  1 -meth y l -4 - (4 ,4 ,5 ,5 - t e t rame th y l -1 ,3 ,2 -
d io x abo ro lan -2 -y l ) -1 H - py razo le  (1 .4 1  g ,  6 .7 8  mmo l ) ,  ce s iu m ca rb on a te  (2 .9 5  g ,  9 .0 4  
mmo l )  in  DMF (3 0  mL)  an d  wa te r  (3  mL)  was  d eg assed  an d  p u rg ed  wi th  Ar.  To  th e  
mix tu re  was  ad d ed  Pd Cl 2 (Amp ho s) 2  ( 0 .3 04  g ,  0 .45 1  mmo l )  a t  r oo m temp era tur e ,  and  th e  
mix tu re  was  s t i r r ed  a t  10 0  °C u n d e r  Ar  ov e rn igh t .  Th e  mix tu re  was  po u red  in to  wa te r  a t  
ro o m tempera tu re  an d  ex t r ac t ed  wi th  E tOAc .  Th e  o rg an ic  l ay e r  was  sep ara t ed ,  wash ed  
wi th  wa te r  an d  br in e ,  d r i ed  o v er  Mg SO 4  and  co ncen t r a t ed .  Th e  r e s idu e  was  p ur i f i ed  by  
s i l i ca  g e l  co lu mn ch ro ma to g rap h y  ( h ex an e /E tOAc  =  95 /5  to  2 0 /80 )  to  g iv e  3 7  ( 1 .4 1  g ,  
84 %)  a s  a  wh i t e  so l id .  1 H NMR  ( 30 0  MHz,  CDCl 3 )  δ  1 .1 0– 1 .3 0  (m ,  4 H) ,  1 .45  ( s ,  9 H) ,  
2 .0 0– 2 .2 5  (m,  4 H) ,  3 .0 6 – 3 .3 1  (m,  1 H) ,  3 .3 6 – 3 .6 1  (m ,  2 H) ,  3 .9 1  ( s ,  3 H) ,  4 .2 9 – 4 .5 3  (m,  
1 H) ,  6 .5 8  (d ,  J  =  8 .3  Hz ,  2 H) ,  7 .2 1 – 7 .3 2  (m ,  2 H) ,  7 .4 7  ( s ,  1 H) ,  7 .65  ( s ,  1 H) .  MS m / z  
37 1 .2  (M + H) + .  
t e r t -Buty l  ( c i s -4 - ( (4 - (1 -m ethy l -1 H -py ra zo l -4 -y l )pheny l )a m ino)cy c lo hexy l ) ca rba ma te  
(3 9 ) .  t e r t -Bu ty l  ( c i s -4 - ( (4 -b ro mop h eny l ) amin o)cy c loh exy l ) ca rb ama te  was  p r ep a red  f ro m 
38  and  1 -b romo -4 - iod o b en zen e  in  a  s im i l a r  mann e r  to  th a t  d esc r ib ed  fo r  comp ou nd  3 6  an d  
ob ta in ed  in  26 %  y i e ld  a s  a  wh i t e  so l id .  1 H NMR  (3 00  MHz,  CDCl 3 )  δ  1 .4 5  ( s ,  9 H) ,  1 .57 –
1 .6 6  (m ,  4 H) ,  1 .69 – 1 .8 8  (m ,  4 H) ,  3 .40  (b r s ,  1 H) ,  3 .54 – 3 .7 6  (m ,  2 H) ,  4 .5 4  (b r s ,  1 H) ,  6 .4 6  
(d ,  J  =  8 .7  Hz ,  2 H) ,  7 .2 3  (d ,  J  =  8 .7  Hz,  2 H) .  MS m / z  3 69 .1 ,  3 71 .1  (M +  H) + .   
Co mpo un d  39  was  p r epa red  f rom t e r t -b u ty l  ( c i s -4 - ( (4 -
bro mo p hen y l )amin o)cy c loh exy l ) ca rb ama te  and  1-me thy l -4 - (4 ,4 ,5 ,5 - t e t r ame th y l -1 ,3 ,2 -
d io x abo ro lan -2 -y l ) -1 H - py razo le  i n  a  s im i l a r  man n e r  to  th a t  d esc r ib ed  fo r  co mpo u nd  3 7  
and  o b ta in ed  in  9 6 %  y i e ld  a s  a  wh i t e  so l id .  1 H NMR  ( 30 0  MHz,  CDCl 3 )  δ  1 .4 5  ( s ,  9 H) ,  
1 .5 9– 1 .6 8  (m ,  4 H) ,  1 .7 0 – 1 .8 9  (m ,  4 H) ,  3 .47  ( br s ,  1 H) ,  3 .55 –3 .7 4  (m ,  2 H) ,  3 .9 1  ( s ,  3 H) ,  
4 .4 5– 4 .6 9  (m,  1 H) ,  6 .5 9  (d ,  J  =  8 .3  Hz ,  2 H) ,  7 .2 2 –7 .30  (m ,  2 H) ,  7 .4 7  ( s ,  1 H) ,  7 .6 5  ( s ,  1 H) .  
MS m / z  3 71 .2  (M +  H) + .  
t e r t -Buty l  ( t ra ns -4 - ( (benzy lca rbam o y l) (4 -brom o pheny l )am ino )cy c lo hex y l )ca rbam a te  




man n er  to  th a t  d esc r ib ed  fo r  comp ou nd  2 3  and  ob ta in ed  in  93 %  y i e ld  a s  a  wh i t e  so l id .  1 H  
NMR  (3 0 0  MHz,  DMS O -d 6 )  δ  0 .8 8– 1 .1 2  ( m ,  2 H) ,  1 .14 –1 .3 1  (m ,  2 H) ,  1 .3 4  ( s ,  9 H) ,  1 .67 –
1 .8 2  (m ,  4 H) ,  2 .85 – 3 .0 4  (m ,  1 H) ,  4 .07 – 4 .2 4  ( m ,  3 H) ,  5 .9 8  ( t ,  J  =  5 .8  Hz ,  1 H) ,  6 .66  (d ,  J  =  
7 .5  Hz ,  1 H) ,  7 .07 – 7 .2 0  ( m ,  5 H) ,  7 .23 – 7 .3 1  ( m ,  2 H) ,  7 .62  (d ,  J  =  8 .3  Hz ,  2 H) .  MS m / z  
50 2 .2 ,  5 0 4 .2  (M +  H) + .  
t e r t -Buty l  ( t ra ns -4 - ( (benzy lca rba moy l ) (pheny l )a mino )cy c lo hex y l ) carba ma te  ( 4 1 ) .  A  
mix tu re  o f  4 0  ( 1 57  mg ,  0 .3 1 2  mmo l) ,  E t 3 N (0 .06 5  mL,  0 .4 6 8  mmo l ) ,  and  1 0 % Pd /C  (3 3 .3  
mg ,  0 .0 31 2  mmo l )  in  E tOH (3  mL)  an d  THF (3  mL)  was  p u rg ed  wi th  H 2 .  Th e  mix tu re  was  
s t i r r ed  a t  r oo m temp era tur e  u n d er  H 2  fo r  3  h .  Th e  ca ta ly s t  was  r emo v ed  by  f i l t r a t io n ,  an d  
th e  f i l t r a t e  was  con cen t r a t ed .  Th e  r e s id u e  was  pu r i f i ed  by  NH s i l i ca  g e l  co lu mn  
chro ma to g rap hy  ( h ex an e /E tOAc  =  9 5 /5  to  2 0 /80 )  and  so l id i f i ed  wi th  h ex an e /E tOAc  to  
g iv e  4 1  ( 13 3  mg ,  q uan t i t a t iv e )  a s  a  wh i t e  so l id .  1 H NMR  ( 30 0  MHz,  DMSO -d 6 )  δ  0 .85 –
1 .2 8  ( m ,  4 H) ,  1 .34  ( s ,  9 H) ,  1 .7 4  (d ,  J  =  10 .5  Hz ,  4 H) ,  2 .90  (b r s ,  1 H) ,  4 .10 –4 .24  ( m ,  3 H) ,  
5 .6 5  ( t ,  J  =  6 .0  Hz ,  1 H) ,  6 .6 7  (d ,  J  =  8 .2  Hz ,  1 H) ,  7 .0 4– 7 .3 2  ( m ,  7 H) ,  7 .36 –7 .52  ( m,  3 H) .  
MS m / z  4 24 .2  (M +  H) + .  
t e r t -Buty l  ( t ra ns -4 - ( (benzy lca rba mo y l) (4 - (py r id in -3 -
y l )pheny l )a m ino)cy c lo hexy l ) ca rbam ate  ( 4 2 ) .  Co mpo un d  4 2  was  p r ep a red  f ro m comp ou nd  
40  and  3 -p yr id iny lb oro n ic  ac id  in  a  s im i l a r  mann e r  to  th a t  d esc r ib ed  fo r  co mpo u nd  37  and  
ob ta in ed  in  9 5 %  y i e ld  a s  a  wh i t e  so l id .  1 H NMR  (3 0 0  MHz,  DMSO -d 6 )  δ  0 . 96 –1 .3 7  (m ,  
4 H) ,  1 .3 4  ( s ,  9 H) ,  1 .66 –1 .90  (m ,  4 H) ,  2 .95  (d ,  J  =  6 .5  Hz ,  1 H) ,  4 .0 9– 4 .3 5  (m ,  3 H) ,  5 .9 1  ( t ,  
J  =  6 .0  Hz ,  1 H) ,  6 .5 8– 6 .7 6  (m ,  1 H) ,  7 .09 –7 .2 1  (m ,  3 H) ,  7 .22 –7 .37  (m ,  4 H) ,  7 .5 0  (d d ,  J  =  
7 .9 ,  4 . 8  Hz ,  1 H) ,  7 .8 3  (d ,  J  =  8 .2  Hz ,  2 H) ,  8 .13  (d ,  J  =  8 .0  Hz,  1 H) ,  8 .5 9  (d ,  J  =  4 .7  Hz ,  
1 H) ,  8 .9 4  (d ,  J  =  1 .8  Hz ,  1 H) .  MS m / z  50 1 .3  (M +  H) + .  
3-Benzy l -1 - (4 -brom o pheny l ) -1 - ( t ra ns -4 - ( (5 - cya no py r id in -2 -y l )am in o)cy c lo hex y l )urea  
(4 3 ) .  Co mpo u nd  4 3  was  p r ep a red  f ro m co mpo un d  4 0  an d  6 - f lu o ron ico t ino n i t r i l e  in  a  
s im i l a r  man n er  to  th a t  d esc r ib ed  fo r  co mp o un d 2 1  and  ob ta in ed  in  8 0 %  y i e ld  a s  a  wh i t e  
so l id .  1 H NMR  ( 30 0  MHz,  DMSO -d 6 )  δ  0 .93 – 1 .1 9  (m ,  2 H) ,  1 .2 4– 1 .4 2  (m ,  2 H) ,  1 .7 9  (d ,  J  
=  11 .6  Hz ,  2 H) ,  1 .91  (d ,  J  =  1 0 .5  Hz ,  2 H) ,  3 .49  ( b r s ,  1 H) ,  4 .1 4  (d ,  J  =  5 .8  Hz ,  2 H) ,  4 .2 7  
( t ,  J  =  1 2 .0  Hz ,  1 H) ,  6 .02  ( t ,  J  =  5 .9  Hz ,  1 H) ,  6 .4 7  (d ,  J  =  8 .9  Hz ,  1 H) ,  7 .1 1– 7 .21  (m ,  5 H) ,  




MS m / z  5 04 .2 ,  5 06 .1  (M +  H) + .  
3-Benzy l -1 - ( t ra ns -4 - ( (5 - cya no py r id in -2 -y l )a mino )cy c lo hex y l ) -1 - (4 - (4 ,4 ,5 ,5 -
t et ram ethy l -1 ,3 ,2 -d iox a boro la n -2 -y l )pheny l )urea  ( 47 ) .  A mix tu re  o f  4 3  ( 2 .4 0  g ,  4 .76  
mmo l ) ,  p o ta ss iu m ace ta t e  (1 .8 7  g ,  1 9 .0  mmo l ) ,  46  ( 2 .4 2  g ,  9 .52  mmo l) ,  an d  Pd (dp p f )Cl 2  
(0 .69 6  g ,  0 .9 5  mmo l )  in  DMSO (4 0  mL)  was  d eg assed  an d  p urg ed  wi th  N 2  th r ee  t imes .  
Th e  mix tu re  was  s t i r r ed  a t  80  °C  u n d er  N 2  f o r  2 .5  h .  Th e  mix tu re  was  po u red  in to  wa te r  a t  
ro o m temp era tur e  an d  ex t r ac t ed  wi th  E tOAc .  Th e  org an ic  l ay e r  was  sep a ra t ed ,  wash ed  
wi th  wa te r  an d  br in e ,  d r i ed  ov e r  Mg SO 4 ,  an d  con cen t r a t ed .  Th e  r e s idu e  was  p u r i f i ed  by  
s i l i ca  g e l  co lu mn  ch ro ma to g rap h y  (h ex an e /E tOAc  =  9 0 /1 0  to  20 /8 0 ) ,  an d  th e  r e su l t an t  
p ro du c t  was  wash ed  wi th  h ex an e  an d  co l l ec t ed  by  f i l t r a t io n  to  g iv e  47  ( 2 .31  g ,  8 8 %)  a s  a  
wh i t e  so l id .  1 H NMR  (3 0 0  MHz,  DMSO-d 6 )  δ  1 .0 8– 1 .4 3  (m,  1 6 H) ,  1 .7 1 – 1 .8 5  (m ,  2 H) ,  
1 .8 6– 1 .9 8  (m ,  2 H) ,  3 .4 1 – 3 .5 5  (m ,  1 H) ,  4 .1 3  (d ,  J  =  5 .9  Hz ,  2 H) ,  4 .29  ( t ,  J  =  1 1 .7  Hz ,  1 H) ,  
5 .8 1  ( t ,  J  =  6 .2  Hz ,  1 H) ,  6 .4 6  (d ,  J  =  8 .9  Hz ,  1 H) ,  7 .1 0 – 7 .2 2  (m ,  5 H) ,  7 .23 –7 .32  (m,  2 H) ,  
7 .4 6  (d ,  J  =  7 .6  Hz,  1 H) ,  7 .6 0  (d d ,  J  =  8 .9 ,  2 .4  Hz ,  1 H) ,  7 .7 6  (d ,  J  =  8 .2  Hz ,  2 H) ,  8 .28  (d ,  
J  =  1 .9  Hz ,  1 H) .  MS m / z  55 2 .3  (M + H) + .  
X -ra y  cry s ta l  s t ruc tu re  a na ly s i s  o f  co mpo unds .  Al l  measu remen t s  were  mad e  o n  a  
Rig aku  R -AXIS RAPID -1 9 1 R d i ff r ac to me te r  ( fo r  co mp o un d s 1 ,  14  an d  23 )  o r  a  Rig ak u  
XtaLAB P2 00  d i ff r ac tome te r  ( fo r  co mpo u nd s  1 2 ,  1 5 ,  16 ,  2 1  an d  2 2 )  u s in g  g r aph i t e  
mo n o ch ro mated  Cu -Kα  rad ia t io n .  Th e  s t ru c tur e  was  so lv ed  b y  d i r ec t  me th o d s  wi th  
S IR2 00 8  (Bu r l a  e t  a l . ,  2 0 07 )  an d  was  r e f ined  u s in g  fu l l -matr ix  l ea s t - squ a res  on  F 2  w i th  
SHELXL -2 0 13 /4  or  SHELXL -2 01 4 /7  ( Sh e ld r i ck ,  2 00 8 ) .  A l l  n on -H a toms  were  r e f in ed  
wi th  an i so t ro p ic  d i sp la cemen t  p a r ame te r s .  Th ese  d a ta  can  b e  o b ta in ed  f r ee  o f  ch a rg e  f ro m 
Th e  Camb r id g e  Cry s ta l log rap h ic  Da ta  Cen t r e  v i a  





Fig ure  2 -1 5 .  ORTEP o f  1 ,  t h erma l  e l l i p so id s  a r e  d r awn  a t  50 % p ro b ab i l i t y.  
Crys ta l  d a ta  fo r  1  (CC DC 1 83 5 99 2 ) :  C 2 1 H 2 2 N 6 O 2 S,  MW = 4 2 2 .5 0 ;  c ry s t a l  s i ze ,  0 .3 0  x  0 .08  
x  0 .0 6  mm; co lor l e ss ,  b lo ck ;  mo n o c l in i c ,  sp ace  g ro u p  P2 1 / n ,  a  = 6 .2 21 46 (19 )  Å ,  b  =  
16 .79 12 (5 )  Å ,  c  = 1 9 .1 40 8 (6 )  Å ,  α  =  γ  = 90 ° ,  β  = 9 0 .9 1 9(6 ) ° ,  V = 1 9 99 .30 (10 )  Å 3 ,  Z = 4 ,  
Dx = 1 .40 4  g /cm 3 ,  T = 10 0  K ,  μ  = 1 .70 4  m m - 1 ,  λ  = 1 .5 4 18 7  Å ,  R 1  = 0 .07 3 ,  wR 2  = 0 .1 5 0 .  
 
Fig ure  2 -1 6 .  ORTEP o f  1 2 ,  th e rma l  e l l i p so id s  a r e  d r awn  a t  50 % p ro b ab i l i t y.  
Crys ta l  d a ta  fo r  1 2  (C CDC 1 8 35 9 93 ) :  C 2 2 H 2 2 N 6 O,  MW = 3 86 .46 ;  c ry s t a l  s i ze ,  0 .12  x  0 .1 0  
x  0 .0 4  mm;  co lor l e ss ,  b lo ck ;  mo no c l in i c ,  sp ace  g rou p  P2 1 / n ,  a  = 10 .71 64 0 (1 4 )  Å,  b  = 
8 .2 54 25 (14 )  Å ,  c  = 2 2 .39 77 (3)  Å ,  α  =  γ  = 90 ° ,  β  = 9 6 .2 0 01 (14 ) ° ,  V = 1 9 69 .62 (5)  Å 3 ,  Z =  





Fig ure  2 -1 7 .  ORTEP o f  1 4 ,  th e rma l  e l l i p so id s  a r e  d r awn  a t  50 % p ro b ab i l i t y.  
Crys ta l  d a ta  fo r  1 4  (CCDC 1 8 3 59 9 4) :  C 2 4 H 2 6 N 6 O∙0 .4  H 2 O,  MW =  4 21 .72 ;  c ry s t a l  s i ze ,  
0 .2 1  x  0 .11  x  0 .0 6  mm;  co lor l e ss ,  p l a t e l e t ;  t r i c l in i c ,  sp ace  g ro u p  P -1 ,  a  = 9 .65 2 9(4 )  Å ,  b  
= 11 .5 14 1 (5 )  Å ,  c  = 12 .0 4 04 (5)  Å ,  α  = 92 .09 1 (7 ) ° ,  β  = 11 0 .4 9 9(8 ) ° ,  γ  = 111 .5 80 (8) ° ,  V =  
11 44 .44 (13 )  Å 3 ,  Z = 2 ,  Dx = 1 .2 24  g /cm 3 ,  T = 10 0  K ,  μ  =  0 .63 6  mm - 1 ,  λ  = 1 .5 41 8 7  Å ,  R 1  =  
0 .1 30 ,  wR 2  = 0 .23 6 .  
 
Fig ure  2 -1 8 .  ORTEP o f  1 6 ,  th e rma l  e l l i p so id s  a r e  d r awn  a t  50 % p ro b ab i l i t y.  
Crys ta l  d a ta  fo r  1 6  (C CDC 1 83 5 99 5 ) :  C 2 3 H 2 6 N 6 O 2 S,  MW = 4 5 0 .5 6 ;  c ry s t a l  s i ze ,  0 .34  x  
0 .2 3  x  0 .0 6  mm; co lo r l e ss ,  b lo ck ;  o r th o rh o mb ic ,  sp ace  g ro up  P2 1 2 1 2 1 ,  a  = 9 .28 5 63 (7)  Å ,  b  
= 10 .45 10 0 (8 )  Å ,  c  = 23 .91 59 0 (1 5 )  Å ,  α  =  β  =  γ  = 9 0 ° ,  V = 2 32 0 .9 0(3 )  Å 3 ,  Z = 4 ,  Dx =  





Fig ure  2 -1 9 .  ORTEP o f  2 1 ,  th e rma l  e l l i p so id s  a r e  d r awn  a t  50 % p ro b ab i l i t y.  
Crys ta l  d a ta  fo r  2 1  (C CDC 1 8 35 9 96 ) :  C 3 1 H 3 2 N 6 O∙  1 .0  C 3 H 8 O,  MW =  5 6 4 .7 3 ;  c ry s t a l  s i ze ,  
0 .1 4  x  0 .04  x  0 .0 4  mm;  co lo r l e ss ,  b lo ck ;  t r i c l in i c ,  sp ace  g ro u p  P -1 ,  a  = 8 .4 8 76 (3 )  Å ,  b  =  
11 .39 03 (3)  Å ,  c  = 16 .03 79 (5)  Å ,  α  = 83 .40 3 (2 ) ° ,  β  = 81 .91 9 (3 ) ° ,  γ  = 86 .60 1 (2 ) ° ,  V =  
15 23 .46 (8 )  Å 3 ,  Z = 2 ,  Dx = 1 .23 1  g /cm 3 ,  T = 10 0  K ,  μ =  0 .62 1  m m - 1 ,  λ  = 1 .54 1 84  Å ,  R 1  =  
0 .0 46 ,  wR 2  = 0 .12 4 .  
 
Fig ure  2 -2 0 .  ORTEP o f  2 2 ,  th e rma l  e l l i p so id s  a r e  d r awn  a t  50 % p ro b ab i l i t y.  
Crys ta l  d a ta  fo r  22  (CCDC 1 8 35 9 97 ) :  C 3 0 H 3 0 N 6 O 2 ∙  C 3 H 8 O,  MW = 5 66 .70 ;  c ry s t a l  s i ze ,  
0 .1 8  x  0 .11  x  0 .0 5  mm;  co lo r l e ss ,  b lo ck ;  t r i c l i n i c ,  sp ace  g ro u p  P -1 ,  a  = 8 .4 3 81 4 (1 9)  Å ,  b  
= 11 .0 89 0 (2 )  Å ,  c  = 1 6 .3 1 27 (3)  Å ,  α  = 8 1 .3 43 2(1 6) ° ,  β  = 8 2 .8 8 15 (16 ) ° ,  γ  = 8 6 .0 31 8 (1 7 ) ° ,  
V = 1 49 5 .3 8 (5 )  Å 3 ,  Z = 2 ,  Dx = 1 .2 5 8  g /cm 3 ,  T = 1 0 0  K ,  μ  = 0 .6 6 2  m m - 1 ,  λ  = 1 .5 4 18 4  Å ,  





Fig ure  2 -2 1 .  ORTEP o f  2 3 ,  th e rma l  e l l i p so id s  a r e  d r awn  a t  50 % p ro b ab i l i t y.  
Crys ta l  d a ta  fo r  23  (C CDC 1 8 3 59 98 ) :  C 3 0 H 3 1 N 7 O,  MW = 5 0 5 .6 2 ;  c ry s t a l  s i ze ,  0 .1 3  x  0 .11  
x  0 .0 7  mm; co lor l e ss ,  p l a t e l e t ;  t r i c l in i c ,  space  gro up  P -1 ,  a  = 9 .1 74 2 (2)  Å ,  b  = 1 2 .0 46 1(3 )  
Å ,  c  = 1 3 .07 00 (3)  Å ,  α  = 88 .64 1 (6 ) ° ,  β  = 6 9 .9 4 6(5 ) ° ,  γ  = 7 4 .9 70 (5) ° ,  V = 1 30 7 .0 3 (8 )  Å 3 ,  Z 
= 2 ,  Dx = 1 .2 85  g /cm 3 ,  T = 10 0  K ,  μ  = 0 . 6 4 8  m m - 1 ,  λ  = 1 .5 4 18 7  Å ,  R 1  = 0 .0 69 ,  wR 2  =  
0 .1 63 .  
 
Fig ure  2 -2 2 .  ORTEP o f  1 5 ,  th e rma l  e l l i p so id s  a r e  d r awn  a t  50 % p ro b ab i l i t y.  
Crys ta l  d a ta  fo r  1 5  (C CDC 1 8 35 9 99 ) :  C 2 4 H 2 6 N 6 O,  MW = 4 14 .51 ;  c ry s t a l  s i ze ,  0 .21  x  0 .0 4  
x  0 .04  mm;  co lor l e ss ,  n eed le ;  mon o c l in i c ,  sp ace  gro up  P2 1 / c ,  a  = 16 .59 99 0 (1 6 )  Å ,  b  = 
13 .41 84 0 (1 2 )  Å ,  c  = 2 1 .1 7 72 (2)  Å ,  α =  γ  = 9 0 ° ,  β = 11 0 .9 86 0 (1 2 ) ° ,  V = 4 40 4 .2 0(8 )  Å 3 ,  Z 
= 8 ,  Dx = 1 .2 50  g /cm 3 ,  T = 10 0  K ,  μ  = 0 .6 3 9  m m - 1 ,  λ  = 1 .5 4 18 7  Å ,  R 1  = 0 .0 37 ,  wR 2  =  





Phy s ico chem ica l  pro per ty  
Ev a luat io n  o f  so lub i l i ty .  Sma l l  v o lumes  o f  comp ou nd  so lu t io n  d i s s o lv ed  in  DMSO were  
add ed  to  th e  aqu eo u s  bu f f er  so lu t ion  (p H 6 .8 ) .  Af t e r  i n cu b a t io n ,  p r ec ip i t a t e s  were  
sep a ra t ed  by  f i l t r a t io n .  Th e  so lu b i l i t y  was  d e te rmin ed  b y  UV ab so rb an ce  o f  each  f i l t r a t e .  
Pa ra l l e l  a rt i f i c ia l  m em b ra ne  perm ea bi l i t y  a ssa y  (PAMPA) .  Th e  d on o r  we l l s  were  f i l l ed  
wi th  2 00  µL  o f  PRIS MA HT b uf f e r  ( p H 7 .4 ,  p ION in c . )  con ta in ing  10  µmo l /L  t e s t  
comp ou nd .  Th e  f i l t e r  o n  th e  bo t to m of  each  accep to r  we l l  was  co a ted  wi th  4  µL  o f  a  GIT -
0  L ip id  So lu t io n  (p ION In c . )  a n d  f i l l ed  wi th  2 00  µL  o f  Accep to r  S ink  Bu ff e r  (p ION in c . ) .  
Th e  accep tor  f i l t e r  p l a t e  was  p u t  o n  th e  d on o r  p l a t e  an d  in cu b a ted  fo r  3  h  a t  ro o m 
temp era tur e .  Af t e r  th e  in cub a t io n ,  t h e  amou n t  o f  t e s t  comp ou nd  in  bo th  th e  d o no r  an d  
accep to r  we l l s  was  measu red  b y  LC/MS/MS.  
Ev a luat io n  of  Lo g D.  Lo g D7 .4 ,  wh ich  i s  a  p a r t i t i on  co e f f i c i en t   b e tween  1 -o c tano l  an d  
aqu eou s  b uf f e r  p H 7 .4 ,  o f  t h e  co mp o un d s  was  measured  o n  th e  chro ma tog raph ic  p ro ced u re  
who se  con d i t io n  was  d eve lo p ed  based  on  a  p ub l i sh ed  me th od  (Nak ash ima e t  a l . ,  20 13 ;  
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第三章   選択的 Brr2 阻害剤、4 ,6 -ジヒドロピリド [4 ,3 -d ]ピリミジン -2 ,7(1H , 3H ) -ジオン誘導
体およびスピロ [インドール -3 ,2 ’ -ピロリジン ] -2(1H ) -オン誘導体の発見  
3 .1 化合物探索戦略、化合物発見までの過程および生物活性の評価      
 筆者は、癌治療薬の標的としての Brr2 のバリデーションを目的とし、低分子プローブとし
て利用可能な選択的 Brr 2 阻害剤の創出に取り組んだ *。  
 一般にヘリカーゼアッセイを用いて化合物スクリーニングを行うと、核酸結合性物質のよ
うな擬陽性化合物が多数得られる。このため選択的なヘリカーゼ阻害剤の探索は難しいと言
われている  (Sh ad r i ck  e t  a l . ,  2 01 3)。ヘリカーゼは、DN A や RN A の二本鎖を解くために
ATP の加水分解によるエネルギーを利用する。言い換えれば、ヘリカーゼはヘリカーゼ活性
に加えて ATPase 活性というもう一つの酵素活性を持っており、標的とするヘリカーゼの
ATPase 活性を阻害する化合物は、同時に RN A u n wind in g  活性  (ヘリカーゼ活性 )  も阻害す
ると考えられる。RN A ヘリカーゼファミリーに属するタンパク質は RNA 依存 ATPas e とも
呼ばれており、基質となる RNA や sn RN P の非共存下では無駄な ATP の加水分解を起こさな
い様に制御されている  (Ab sme ie r  e t  a l . ,  20 2 0)。つまり、RNA 共存下で ATPase 活性を評価
することにより阻害剤をスクリーニングすることも可能と考えられる  (Sh ad r i ck  e t  a l . ,  
20 13 )。筆者は、まず R NA 依存 ATPa se アッセイを用いてハイスループットスクリーニング
を行い、ヒット化合物のプロファイルの検証をし、化合物の化学最適化により AT Pase 活性
を増強した後、最後にヘリカーゼ阻害活性を確認するという戦略を採用することとした * *。  
   
*本章の生物活性評価は、岩谷美沙博士に、タンパク質の調製およびハイスループットスク
リーニングは、三輪真敬氏、伊藤隆司氏、大久保尚一博士、邊田勉氏、山東尚氏、大西智
美氏に、リガンド -タンパク質の共結晶化および X -線共結晶構造解析は、Mich ae l  G .  
K le in  博士、   R ich a rd  T jh en  博士、Ling  Qin 博士、ドッキングモデルの構築は、米森和
子氏にそれぞれ実施して頂いた。  
 
* *評価化合物の Brr2 およびその他のヘリカーゼの RNA 依存 ATPa s e 活性の阻害能は、
ADP -Glo アッセイ  (P ro meg a )  を用いて評価し、産生する A DP 量を発光値として検出し、
結果を IC 5 0 値として算出した。化合物の Brr2  の  RNA un win d ing  阻害活性  (ヘリカーゼ  
阻害活性 )  は、蛍光ラベル化した RNA を用いた電気泳動法により、二本鎖のままの R NA
と解かれた一本鎖の R NA の量をそれぞれ蛍光値として定量することで評価し、結果を








り、3 つの構造的に異なるヒット化合物、4 ,6 -ジヒドロピリド  [ 4 ,3 -d ]ピリミジン -
2 ,7 (1 H , 3 H ) -ジオン誘導体  4 8 および  5 -イミノ -7 -オキソ -5 H - [1 ,3 ,4 ]チアジアゾロ [3 ,2 -a ]ピリ
ミジン誘導体  4 9、スピロ [インドール -3 ,2 ’ -ピロリジン ] -2 (1 H ) -オン誘導体  5 0 を見出した  
(F igu re  3 -1)。  
<4,6 -ジヒドロピリド [4 ,3 -d ]ピリミジン -2 ,7(1 H , 3 H ) -ジオン誘導体>  
 
Fig ure  3 -1  ハイスループットスクリーニングにより見出されたヒット化合物の構造 
 本節では、まず化合物 48 および 4 9 に関して記述する。この節では、2 つのシリーズの検
証、最適化の過程を平行して記述することによる混乱を避けるため、あらかじめ Fig u re  3 -2
にそれぞれのシリーズの検証、最適化過程の概要を示した。  
 まず、スクリーニングで見出されたそれぞれのケミカルシリーズを構造活性相関、X 線共
結晶構造解析、選択性試験によりさらに検証した。化合物 4 8 の類縁体である化合物 5 2 は、
Brr2 のアロステリックサイトに結合することが X 線共結晶構造解析により明らかとなり、一
方で化合物 4 9 の類縁体である化合物 5 5 は、R NA サイトに結合することが判明した。アロス
テリック阻害剤 5 2 の方が RN A サイト結合化合物 5 5 と比較してより B rr2 選択性に優れてい
たことから、化合物 5 2 をリード化合物として選択し、さらなる最適化を行った。St ru c tur e  
Based  Drug  Des ig n  ( SB DD )  を用いた構造の単純化により、より活性の強い化合物 5 7 を見出
した。さらに S BDD を駆使して 5 7 の最適化を行い、1 0 - 8 M オーダーの Brr2  ATPase 阻害活
性と優れた Brr2 選択性、良好な水溶性と膜透過性、Brr2 ヘリカーゼ阻害活性を示す化合物





Fig ure  3 -2 .  Br r2  阻害剤の発見プロセスのフローチャート  
 
  まず Brr2 阻害活性を示すための鍵となる官能基や部分構造を明らかにするために、化合物
48 および 4 9 の初期構造活性相関を調査した。Tab le  3 -1 に示したように、4 8 のトリフルオ
ロエチル基をメチル基  ( 51 )  に変換したところ大幅な活性の減弱が見られ、一方でより嵩高い
ベンジル基  (5 2 )  では活性の向上が見られた。化合物 5 2 の R 2 を水素原子からメチル基  (5 3 )  
に変換すると活性が減弱し、R 3 のメチル基を水素原子  (54 )  に変換しても活性は保持された。  
 一方で、4 9 の構造活性相関研究ではカルボキシ基が活性発現に必須であることが明らかと
なった  (49  v s  5 6 )、また末端のプロピル鎖はシクロヘキサン環で置き換え可能であることが





Ta ble  3 -1 .  化合物 4 8 ,  5 1– 54  の構造活性相関  
             
Compound R1  R2  R3  
Brr2 ATPase 
IC 5 0  (M)
a  
48 (hit)  CH2 CF3  H  Me 36 (23–55) 
51 Me  H  Me >100 
52 Bn  H Me  5 .3  (2 .9–9.4)  
53 Bn Me Me  >100 
54 Bn H H  1 .7  (0 .96–3.2)  
     a  n  =  2 ,  95 % co nf id en ce  in t e rv a l s  sh o wn in  pa r en th eses .  
Ta ble  3 -2 .  化合物  4 9 ,  5 5 ,  56の構造活性相関  
 
Compound R1  R2  
Brr2 ATPase  
IC 5 0  (M)
a  
49 COOH  n -Pr  4 .2  (2 .6–6.8)  
55 COOH  c-Hex  5 .3  (4 .0–7.1)  
56 Cl  n -Pr  >100 





   活性を示した化合物に関して Brr2 との共結晶化を試み、化合物 5 2 および 55 と Brr2 のそ
れぞれの複合体の X 線結晶構造を明らかにした  (F igu re  3 -3 A)。Fig u re  3 -3 B には、それぞれ
の化合物の結合様式の拡大図を示してある。  
 Brr2 は、2 つのマルチドメインヘリカーゼカセットから構成される。いずれのカセットも、
二つの RecA 様ドメイン、ウィングへリックス  (WH)  ドメイン、および 3 種のドメイン  (ヘ
リカルブンドル  (HB)  ドメイン、へリックス -ループ -へリックス  (HL H)  ドメイン、イムノグ
ロブリン様  ( IG) )  から成る Sec6 3  ホモロジーユニットで構成されている  (San to s  e t  a l . ,  
20 12 ) 。二つのヘリカーゼカセットのうち N 末端カセットのみが ATPase 活性と RN A  
un win d in g 活性  (ヘリカーゼ活性 )  を有することが報告されている  (K im ,  e t  a l . ,  1 99 9 ;  San to s  
e t  a l . ,  20 1 2)。一方で C 末端カセットは不活性であり、カセット間相互作用により N 末端カ
セットの酵素活性を増強したり  (San to s  e t  a l . ,  2 0 12 )、タンパク質 -タンパク質間相互作用を
仲介するプラットホームとして機能したりしていると考えられている  ( Ab sme ie r  e t  a l . ,  
20 17 ;  Pen a  e t  a l . ,  2 0 09 ;  van  Nu es  e t  a l . ,  2 00 1 ;  Zh ang  e t  a l . ,  20 0 9)。  
 共結晶構造解析により、化合物 5 2 が C 末端ヘリカーゼカセットの第二 RecA ドメインと N
末端ヘリカーゼカセットの Ig  ドメインの境目に新たに形成されたアロステリックサイトに結
合していることが明らかとなった  (F ig u re  3 -3 B 左、Fig u re  3 -3 C および  F ig ure  3 -3 D)。化合
物 5 2 と Brr2 の共結晶構造には以下の 4 つの重要な特徴があった。 (1 )  化合物 5 2 は、U 字型
のコンフォメーションで結合しており、その結合サイトは 5 つの芳香族アミノ酸の側鎖
(Ph e1 25 4 ,  Ph e12 5 5 ,  Ty r1 6 82 ,  Ph e17 1 3 ,  および  Ph e1 71 7)  を含む多くの疎水性アミノ酸に囲
まれている。 (2 )  化合物 5 2 のピリドン環のカルボニル基が、 I l e1 6 81 の主鎖の NH と水素結
合を形成している (距離は 2 .7  Ǻ)。 (3 )  化合物 5 2 の R 1 のベンジル基は、 I l e1 19 3 ,  Ph e12 5 5 ,  
Ph e1 7 13 ,  Ph e1 7 17 ,  Leu 17 22 ,  および  I l e1 68 1 の側鎖で形成された大きな疎水性の空洞を占有
している。 (4 )  末端の 3-フルオロピリジニル基は、Th r1 19 7 ,  P ro1 25 7 ,  Asp 17 12 ,  Ph e1 71 3 ,  







F ig ure  3 -3 .  (A)  Br r2 と化合物 5 2 の共結晶構造  (PDB:  5 URJ)  および Brr2 と化合物 5 5 の共
結晶構造  (PDB:  5 URM)  の全体構造 (上側 )  Br r2  のリボンプロット、緑色のリガンドが化合
物  5 2  を示す、赤紫色のリガンドが化合物  55 を示す、黄色のリガンドは既知の結晶構造に含
まれる核酸を示す  (PDB :  4 F9 3)。N 末端カセット :  RecA -1、オレンジ色 ;  RecA -2 ,  黄色 ;  WH,  




WH,  灰色 ;  HB,  青紫色 ;  HLH,  淡桃色 ;  IG ,  黄緑色 (下側 )  Br r2 をドメインごとに色分けした
略図  (B)  (左 )  化合物  5 2  の結合サイト*、 (右 )   55  の結合サイト、  (C)  化合物  5 2  の左側の結
合様式  (D)  化合物  5 2  の右側の結合様式、*化合物 5 2 自体はラセミ体であり、実際に結合し
ている光学異性体は 2 R -体と推定された。  
 
化合物 5 2 が C 末端ヘリカーゼカセットと N 末端ヘリカーゼカセットの間に形成されたポ
ケットに結合していることから、 5 2 は Brr2 の C 末端と N 末端カセット間の相互作用  
(San to s  e t  a l . ,  20 1 2 )  に影響を与えることで、離れた位置にある N 末端の ATPase サイトの
触媒活性を阻害している可能性がある。しかし、Brr2 と 5 2 の共結晶構造とアポ体の結晶構
造  (PDB cod e :  4 F91 )  を単純に重ね合わせた静的な状態の比較では  (F ig ure  3 -4 )、カセット
間相互作用に重要な役割を担うアミノ酸  (San t o s  e t  a l . ,  2 01 2 )  の顕著な位置の変化は確認で
きておらず、化合物 5 2 の阻害メカニズムは未だ明確でない。今後、部位特異的変異導入や
NMR など他の技術を用いた研究による詳細な阻害メカニズムの解明が必要と考えている。  
 
Fig ure  3 -4 .  Br r2 と化合物 5 2 の共結晶構造および Brr2 アポ体の共結晶構造の比較  
(A)  Br r2 と化合物 5 2 の共結晶構造  (PDB:  5 URJ)  および Brr2 のアポ体の結晶構造  (PDB:  
4 F91 )  を重ね合わせた図。アポ体の結晶構造  (PDB:  4 F9 1)  は淡橙色で描画し、化合物 5 2 の
共結晶構造  (PD B:  5 UR J)  は Fig u re  3 -3 A と同様の配色で描画した。 ( B)  カセット間相互作用
に重要な役割を担うと報告されているアミノ酸残基  (San to s  e t  a l . ,  20 12 )  をスティック表示
し、残基名と残基番号を併記した。Brr2 と化合物 5 2 の共結晶構造  (PDB:  5 URJ)  の残基は各





 Tab le  3 -1 に示した構造活性相関は、共結晶構造から説明できる点もある。特に化合物 4 8  
(R 1  =  CH 2 CF 3 )  や 5 2  (R 1  =  Bn )  と比較して、化合物  5 1  (R 1  =  Me)  で活性の減弱が見られた
ことは、先ほど示した大きな疎水性の空洞を占有するための嵩高さや疎水性が不十分である
ためと考えられる。Th r16 66  および  Asp 1 6 78 と環状ウレアの間に、回折データの分解能の制
限によるものと考えられる大きな電子密度の欠損が認められた。化合物 52 の環状ウレアとの
相対的な位置や構造活性相関  (52  (R 2  =  H)  v s  5 3  (R 2  =  Me) )  から、化合物 5 2 の NH 基と
Th r16 6 6  もしくは  Asp 1 67 8  との間に水を介した水素結合が存在すると考えるのが理にかなっ
てはいるが、上述の電子密度の欠損により結晶構造の中でその水分子は定義されていない。
また、化合物 5 2 の R 3 のメチル基は Asp 1 67 8 の側鎖の方向を向いており、Brr2 とのポジティ
ブな相互作用は認められない。この点は、5 2  (R 3  =  Me)  と 5 4  (R 3  =  H)  の構造活性相関から
も支持される。化合物 5 2 のジヒドロピラン環の役割は共結晶構造からは明確に説明できない。
おそらく、結合には重要な役割を担っておらず、ベンゼン環と 3 -フルオロピリジニル基との
間のリンカーとして働いていると考えられる。  
  これとは対照的に、F i gu re  3 -3 B に示した様に、化合物 5 5 は RNA 結合サイトに結合してお
り、RNA と直接拮抗することで、Brr2 の RN A 依存的 ATPa se 活性を阻害していると考えら
れる。R NA 結合サイトは、カセットを通り抜ける端部が開口した溝状の形状をしており、N
末端ヘリカーゼカセットの二つの RecA ドメインと HB /HLH ドメインによって形成されてい
る。注目すべき特徴として、化合物 5 5 のピリミジン環の窒素原子が Arg 5 45 の主鎖の NH と、
カルボン酸の酸素原子が Th r5 8 9 の側鎖とそれぞれ水素結合を形成している点が挙げられる。
特に後者の相互作用の存在は、構造活性相関の調査においてカルボキシ基が阻害活性に必須
であったこととも一致する  (Tab le  3 -2 )。  
 この結果により化合物 5 2  および  5 5 が、Br r2 に直接結合していることと、それぞれ化合物
の Brr2 への結合様式が明らかとなった。次に、5 2  および  55 の Brr2 選択性を確認するため
に、他のヘリカーゼに対する阻害活性を調べた。その結果、アロステリック阻害剤 5 2 が
RNA サイト結合化合物  55 と比較して、より Br r2  選択的であることが判明した  (Tab le  3 -3 )。















IC 5 0  (M)
a  
e IF4A1 ATPase 
IC 5 0  (M)
a  
e IF4A3 ATPase 
IC 5 0  (M)
a  
DHX29 
ATPase IC5 0  
(M)a  
52 5.3 (2.9–9.4)  >100 >100 NTb  
55 5.3 (4.0–7.1)  57 (48–69) 32 (24–41) 58 (41–80) 
a  n  =  2  o r  4 ,  9 5 % con f id en ce  in t e rv a l s  sh o wn  in  p a r en th eses .  b  NT  =  n o t  t e s t ed .  
 化合物 5 2 と Brr2 の共結晶構造から得られた考察を基に、ジヒドロピラン環部分を開環さ
せた誘導体 5 7 をデザイン、合成した  (Tab le  3 -4)。予想した通り、化合物 57 は、52 の d es -
メチル体 5 4 と同等の Brr2 阻害活性を示した。開環前後での結合様式を比較するために、化
合物 5 7 と Brr2 の共結晶構造を化合物 5 2 の共結晶構造と重ね合わせた  (F ig u re  3 -5 A)。化合
物 57 のジヒドロピリド [4 ,3 -d ]ピリミジン -2 ,7 (1 H ,3 H ) -ジオン環、ピリドン環に置換したベン
ジル基、ピリミジノン環に置換したフェニル基はいずれも化合物 5 2 と良く重なり合っていた。
一方で、化合物 5 7 の末端のベンジルオキシ基は、ベンゼン環の平面が対応する化合物 5 2 の
6-フルオロ -ピリジン -2 -イル基の平面に対してほぼ垂直となる配座をとっていた。これは、化











Compound R1  
Brr2 ATPase 
IC 5 0  (M)
a  
solubi l i ty  







pH7.4 c  
57 
 
0 .79  
(0 .31–2.0)  
1 .2  311 3.1 
58 
 
1 .4   
(1 .2–1.8)  
69 273 2.0 
59 
 
0 .18  
(0 .15–0.22) 
59 142 1.9 
60 
 
0 .079  
(0 .069–0.091) 
49 131 1.7 
61 –  
58  
(47–71) 
NTd  NT NT 
52 –  
5.3  
(2 .9–9.4)  
NT NT NT 
54 –  
1.7  
(0 .96–3.2)  
NT NT NT 
a  n  =  2 ,  9 5 % con f id en ce  in t e rv a l s  sh o wn  in  p ar en theses .  b p e rmeab i l i t y  o f  co mp o un d  a t  









(Th r1 1 97 ,  Se r1 19 6 ,  および  Ly s17 16 )  が、化合物 5 7 の末端ベンジルオキシ基のベンゼン環 3
位の方向に位置していることが判明した  (F ig u re  3 -5 B)。そこで、ベンゼン環を水素結合可能
なピリジン環  (58  および  59 )  やチアゾール環  (6 0 )  で置き換えた  (Tab le  3 - 4)。化合物  5 9  や  
60  のように、窒素原子が化合物 5 7 の末端ベンジルオキシ基のベンゼン環 3 位にあたる位置
に存在するものは活性が向上し、一方で 2 -ピリジル体 5 8 では活性の向上は認められなかった。  
 
Fig ure  3 -5 .  阻害剤が結合した Brr2 の共結晶構造  (A)  化合物  5 2  と  Br r2  (PDB :  5 URK、緑
色で描画 )  および化合物  5 7  と  Br r2  (PDB:  5 UR J、黄色で描画 )  の重ね合わせ  (B)  化合物 5 7  
のベンジルオキシ基の周辺の極性アミノ酸残基  
 
次に、 In du ced  f i t  d o ck ing  (Schrö d in g er )  を用いて化合物 6 0 と Brr2 のドッキングモデル  
(F igu re  3 -6)  を作成した。モデルからチアゾール環の窒素原子と Th r1 1 97 の側鎖との水素結
合形成が示唆された。一方で Th r1 19 7 の側鎖は、2 -ピリジル誘導体 5 8 のピリジン環の窒素
原子と水素結合形成するには幾何学的に難しい位置にあるということが、このドッキングモ
デルにおいても確認された。化合物 5 9 および 6 0 は、最も強い Brr2 阻害活性を示しただけで
なく、良好な物理化学的性質  ( l o g D,  溶解性 ,  および膜透過性 )  を示した。共結晶構造から予
想されるように、置換基が適切な方向に伸びないオルト置換体 6 1 は大幅な活性の減弱を示し







Fig ure  3 -6 .  化合物  6 0 と Brr2 のドッキングモデル .  
ドッキングモデルは、5 7  と  Br r2  の共結晶構造  (PDB:  5 URK)  を鋳型として用い
Sch rö d ing e r  so f tware  su i t e  の In du ced  f i t  d o ck in g  を用いて作成した。詳細は実験の部に記載。  
 
 化合物 5 7 が Brr2 のアロステリックサイトに結合することからも示唆されるように、化合
物 60 は、ATP および R NA の双方に対して非拮抗型阻害を示した  (Fig u re  3 -7 )。次に、化合
物 6 0 の選択性を調べたところ、DEAD b o x  ファミリーの  RNA ヘリカーゼ   ( e IF4 A1 および  
e IF4 A3 )  や  DEAH b o x ファミリーの  R NA ヘリカーゼ  (DHX2 9 )  のようなシングルカセット
のヘリカーゼに対しては 10 0  µM まで化合物濃度を上げても阻害活性を示さなかった  (Tab le  
3 -5 )。化合物 59 も同様に、これらのヘリカーゼに対して阻害活性を示さなかったことから、







Plo t  Co nd i t io n  IC 5 0  (n M) a  
Black  50 0  μM ATP/2 .5  μg /mL RNA  20  (1 0 –3 9 )  
Red  20 0  μM ATP/2 .5  μg /mL RNA  19  (1 3 –3 0 )  
Blu e  25  μM ATP/2 .5  μg /mL RNA  19  (1 6 –2 4 )  
Green  2 .5  μM ATP/2 .5  μg /mL RNA  18  (1 4 –2 4 )  
Pu rp le  25  μM ATP/0 .2 5  μg /mL RNA  22  (8 .6– 5 7)  
Oran g e  25  μM ATP/5 0  μg /mL RNA  33  (2 6 –4 1 )  
a n  =  4 ,  9 5 % co n f id en ce  in t e rv a l s  sh o wn  in  p a r en th eses  
Fig ure  3 -7 .  化合物  6 0 を用いた拮抗試験  
基質濃度以外の酵素反応の条件は、化合物評価に用いた RNA 依存 A TPase アッセイと同じも
のを用いた。 5 0 0  µM ATP/2 .5  µg /mL RNA 黒色 ;  2 0 0  µM ATP/2 .5  µg /mL RNA 赤色 ;  25  
µM ATP/2 .5  µg /mL RNA 青色 ;  2 .5  µM ATP /2 .5  µg /mL RNA 緑色 ;  25  µM ATP/0 .25  µg  
/mL RNA 紫色 ;  25  µM ATP/5 0 /µg  mL  RNA 橙色  (n  =  4 ,  mean  ±  s t an d ard  d ev ia t ion ) .  それ
ぞれの条件における IC 5 0 値  ( 95 %  co nf id en ce  in t e rv a l s )  をテーブルに示した。  
 
Ta ble  3 -5   化合物  5 9  および  6 0  の選択性  
Compound 
Brr2 ATPase 
IC 5 0  (M)
a  
e IF4A1 
ATPase IC5 0  
(M)a  
e IF4A3 
ATPase IC5 0  
(M)a  
DHX29 









>100 >100 >100 





 次に Brr2 の ATP 依存 RNA u n win d ing 活性  (ヘリカーゼ活性 )  に対する化合物 6 0 の影響
を調査した  (F ig u re  3 -8 )。評価には、U4 /U6 の s t em  I I  領域周辺の R N A 配列を参考に設計さ
れた 1 4 -mer の二本鎖 R NA モデルを用いた  (Ledo ux  e t  a l . ,  20 16 )。化合物 6 0 は、Brr2 のヘ
リカーゼ活性を濃度依存的に阻害し、 IC 5 0 値は 1 .3  µM であった。一方でネガティブコント
ロールとして用いた化合物 6 1 は、濃度を 1 0 0  µM まで上げてもヘリカーゼ阻害活性を示さな
かった。これらの結果は化合物の AT Pase 阻害活性とヘリカーゼ阻害活性の間に相関がある
ことを示唆している。以上のデータから、化合物 6 0 は Brr2 の分子プローブ創出のための優
れた出発点となり得る。共結晶構造において、未だリガンドとタンパク質間の相互作用に利
用されていないアミノ酸  (例 .  Ty r16 8 2)  が近傍にあり、これらを利用して新たな水素結合を
形成させれば、より強力な阻害剤の発見につながる可能性があると考えている。  
 
Fig ure  3 -8 .  化合物 6 0 のヘリカーゼ阻害活性  
(左 )  Br r2 の RNA  ヘリカーゼ活性は蛍光ラベル化した RNA を用いて測定した。単鎖および
二本鎖 RNA を電気泳動で分離し、バンドの蛍光シグナルを検出した。 l an e  1 :  二本鎖 RN A
のみ、 l an e  2 :  単鎖  RN A のみ、 l an e  3 :  化合物非添加  ( 1 0 0 % con t ro l )、 l an es  4 –8 :  化合物 6 0
の用量依存的なヘリカーゼ阻害活性の評価、  l an es  9 :  ネガティブコントロール  6 1  の 1 00  
µM での評価、 l an e  10 :  酵素非添加  ( 0 % co n t ro l )、 l an e  1 1 :  ATP 非添加   







<スピロ [インドール -3 ,2 ’ -ピロリジン ] -2 (1H ) -オン誘導体>  
  前節では、選択的 Br r2 阻害剤 4 ,6 -ジヒドロピリド  [ 4 ,3 -d ]ピリミジン -2 ,7 (1 H , 3 H ) -ジオン
誘導体  6 0  の創出に関して議論した。筆者は、もう一つのヒット化合物スピロ [インドール -
3 ,2 ’ -ピロリジン ] -2 (1 H ) -オン誘導体 5 0 の最適化を行い、化合物 6 0 とは構造的に異なり、さ
らに強力な Brr2 阻害活性を示す化合物を見出した。詳細を以下に示す。  
  ヒット化合物 5 0 は、特徴的なスピロ [インドール -3 ,2’ -ピロリジン ] -2 (1 H ) -オン骨格を有
しており、3 つの不斉中心を有する。まず立体化学が活性に与える影響を確認するために、ラ
セミ体 5 0 を光学分割し、光学活性体の活性を調べた  (Tab le  3 -6)。光学活性体 6 2 a – b のうち
62 a のみが強い Brr2 阻害活性を示した。この結果は 6 2 a の立体化学が Brr2 に厳密に認識さ
れていることを示している。一方で、3 ’位の異性体 6 3 a– b (ジアステレオマー )  はいずれも化
合物濃度を 1 00  M まで上げても活性を示さなかったことから、それぞれの置換基の相対立
体配置も Brr2 阻害活性に重要であることが判明した。  
Ta ble  3 -6 .  化合物  5 0 ,  6 2a – b および  6 3a – b の構造活性相関  
 
Compound Optical  rotat ion  
Brr2 ATPase  
IC 5 0  (M)
a  
50 racemate  2.7 (2 .2–3.3)  
62a + 1.6 (1.4–1.9)  
62b −  >100 
63a + >100 
63b −  >100 





 次に筆者は、化合物 50 の 3 ’位の構造活性相関の調査を行った  (Tab le  3 -7 )。化合物
5 0 のエステル基をカルボキシ基  (6 4 )  やカルボキサミド基  (6 5 )  に変換したところ活性が
大幅に減弱した。一方でヒドロキシメチル体  6 6 は、化合物 5 0 と比較して 4 倍程度の活
性の減弱を示した。これらの親水性の官能基を持つ誘導体  (64 – 66 )  とは対照的に、フル
オロメチル体  6 7  では若干の活性の向上が見られた。より嵩高いクロロメチル体  6 8  は、
67 より若干活性は弱いものの、ヒット化合物 50 と同程度の活性を示した。これらの結
果から、3 ’位の R-置換基が Brr2 の小さな疎水性ポケットを埋めていると推測した。そ
こで、R-置換基をより立体的に小さなメチル基  ( 6 9 )  に変換したところ、一連の誘導体
の中で最も強い活性を示した。メチル体 6 9 はヒット化合物 5 0 が有していたエステル構
造を持たないため、化学的にも代謝的にもより安定と予想される。  
Ta ble  3 -7 .  化合物  5 0  および  6 4– 6 9  の構造活性相関  
 
Compound R 
Brr2 ATPase  
IC 5 0  (M)
a  
64 COOH >100 
65 CONH2  >100 
66 CH2 OH  12 (9.8–14) 
67 CH2 F 1.3 (1.1–1.5)  
68 CH2 Cl  2.8 (2.4–3.3)  
69 Me 0.36 (0.32–0.41) 
50 COOMe  2.7 (2.2–3.3)  





 続いて、化合物 5 0 の他の部位の構造活性相関の調査を行った。化合物 7 0 –7 3 のアッセイ
結果から、インドリノン環の NH 基、2 -ピコリンアミドのカルボニル基、ピロリジン環上 5’
位のイソブチル基は活性発現に必須であることが明らかとなった  (Tab le  3 - 8 )。次に、インド
リノン環の 4 -7 位へのフッ素原子の導入を試みた  (7 4 –7 5  および  7 7 –7 8 )。これらの誘導体の
中で、5 -フルオロ体  75  が無置換体 5 0 と比較して強い活性を示した。一方で、より大きな 5 -
クロロ体 7 6 では、活性の減弱が見られた。この結果から、インドリノン環部分がタンパク質
の非常に狭い空間を占有しており、インドリノン環 5 位の方向にフッ素原子を許容する程度
のわずかな空間が存在するものと考えている。  
Ta ble  3 -8 .  化合物  5 0  および  7 0– 7 8 の構造活性相関  
 
Compound R1  X R2  Y 
Brr2 ATPase  
IC 5 0  (M)
a  
70 Me  O i -Bu H >100 
71 H  H2  i -Bu H  >100 
72 H  O Me H  >100 
73 H  O Bn H  >100 
74 H O i -Bu 4-F  3 .4  (3 .1–3.7)  
75 H O i -Bu 5-F  0 .91 (0.81–1.0)  
76 H O i -Bu 5-Cl  8 .0  (4 .4–15) 
77 H O i -Bu 6-F  88 (75–100) 
78 H O i -Bu 7-F  4 .3  (3 .8–4.9)  
50 H O i -Bu  H 2.7 (2.2–3.3)  




 活性の強かった 5 -フルオロ体 7 5 を基にして、ピロリジノン環 1 '位のアシル基の変換を行
った  (Tab le  3 -9 )。ピリジン環の窒素原子およびその位置の重要性を確認するために、化合物  
79 –8 1 を合成し、化合物 7 5 と比較した。フェニル基  (79 )、3-ピリジル基  (8 0 )、そして 4 -ピ
リジル基  (8 1 )  では、いずれも大幅な活性の減弱を示し、2 -ピリジル誘導体  7 5  のみが活性を
示すことが判明した。この結果から、2 -ピリジル基の窒素原子は Brr2 のアミノ酸残基と何ら
かの水素結合を形成している可能性が示唆された。この仮説をもとに、他のヘテロ環による
2-ピリジル基の置き換えを試みた。置き換えるヘテロ環として、古典的な Brø n s ted  の指標や
最近報告された水素結合の塩基性指標を基に  ( Lau ren ce  e t  a l . ,  2 0 09 )、1 -メチル -1 H -ピラゾ
リル基や 1-メチル -1 H -イミダゾリル基を選択した *。これらの異性体の中で 1-メチル -1 H -イ
ミダゾール -4 -イル誘導体  8 4  が化合物  7 5 よりも約 8 倍強い活性を示した。一方で、1 -メチル
-1 H -イミダゾール -2 -イル誘導体 8 3 は若干の活性減弱を示した。この理由として、イミダゾ
ール環の N -メチル基が立体障害により、リガンドの配座に影響を与えている可能性が考えら




成されているという考えを支持するものである。最も活性の強かった化合物 8 4 のイミダゾー
ル環の N -アルキル基の活性への影響を調べるために、無置換体  8 5  および N -ベンジル誘導体  
86  をデザイン、合成した。化合物 8 5 は、化合物 84 と比較して若干の活性の減弱を示した。
一方で、より疎水性の高い N -ベンジル誘導体 86 は、化合物 8 4 よりも強い活性を示した。こ
の結果から、イミダゾール環上の N -メチル基やベンジル基は Brr2 と何らかの疎水性相互作
用をしている可能性がある。前述した化合物 6 9 の結果  (Tab le  3 -7 )  と同様に、3 ' -メチル誘導
体  87  および  8 8  は対応するエステル誘導体 8 4  および  8 6  よりも強い活性を示した。  
 
*  Lau ren ce  e t  a l . ,  20 0 9  より抜粋、p KB H B + ,  ピリジンの値  =  5 .2 0 ,  1 -メチルイミダゾール
の値  =  7 .12 ,  および  1 -メチルピラゾールの値  =  2 .0 6 ,  p K B H X ,  ピリジンの値  =  1 .86 ,  1 -メチ





Ta ble  3 -9 .  化合物 7 5  および  7 9– 8 8 の構造活性相関  
 
Compound R1  R2  
Brr2 ATPase  













COOMe 4.6 (4.3–4.9)  
83 
 
COOMe 1.7 (1.5–1.9)  
84 
 
COOMe 0.11 (0.10–0.12)  
85 
 
COOMe 0.39 (0.34–0.46)  
86 
 
COOMe 0.044 (0.041–0.047)  
87 
 
Me 0.042 (0.040–0.045)  
88 
 
Me 0.024 (0.021–0.026)  
75 
 
COOMe 0.91 (0.81–1.0)  




 最も強力な活性を示した化合物 8 7  および  8 8  を光学分割し、それぞれの光学活性体  (89 a -
b  および 9 0 a -b )  のプロファイルを評価した  (Tab le  3 -1 0 )。  (3 S 3 'R5 'S ) -異性体  8 9 a  および  
90 a  がより強い活性を示す異性体  ( eu to mer )  であること、活性が弱い異性体  ( d i s to mer )  89 b  
および  90 b  よりも 3 00 0 倍以上強い活性を示すことが判明した。  Eu tomer  8 9a  および  9 0 a  
は、ATPase アッセイにおいて e IF4 A1 ,  e IF4 A3 ,  および DHX2 9 といった他のヘリカーゼに対
して阻害活性を示さず、優れた Brr2 選択性を有していることも明らかとなった。  また、化
合物 8 9 a  および  9 0a  は、サブマイクロモーラーの IC 5 0 値で Brr2 のヘリカーゼ活性を阻害し
た  (8 9a :  IC 5 0  =  0 .48  M および 9 0 a :  IC 5 0  =  0 .35  M, F ig u re  3 -9 )、一方で d i s to mer  8 9 b  お
よび  90 b は 1 00  M の化合物濃度でも Brr2 のヘリカーゼ活性を阻害しなかった。加えて、
化合物 8 9 a  および  9 0a  は優れた溶解性と膜透過性を示した。  
 

















IC 5 0  
(M)a  
solubi l i ty  


















>100 >100 >100 45 182 
90b >100 >100 >100 NT 46 195 









Fig ure  3 -9 .  化合物  8 9 a  および  9 0a  のヘリカーゼ阻害活性  (R NA u n wind in g  阻害活性 )  
(A)  Br r2 の RNA  ヘリカーゼ活性は蛍光ラベル化した R NA を用いて測定した。単鎖および二
本鎖 RNA を電気泳動で分離し、バンドの蛍光シグナルを検出した。化合物 8 9 a  および  9 0a
の用量依存的なヘリカーゼ阻害活性の評価   ( l anes  4 – 8 )、  ネガティブコントロール 8 9 b  もし
くは  90 b  の 1 0 0  µM での評価  ( l an e  9)、化合物非添加 (1 0 0 % co n t ro l、 l an e  3)、酵素非添
加  ( 0 % co n t ro l、 l an e  1 0 )、二本鎖 RNA ( l an e  1 )、単鎖  RNA ( l an e  2 )、ATP 非添加  ( l an e  






3 .2  評価化合物の合成  
<4 ,6 -ジヒドロピリド [4 ,3 -d ]ピリミジン -2 ,7 (1H , 3H ) -ジオン誘導体>  
 化合物 5 1 –5 4 の合成を  Sch eme  3 -1  に示した。既知の中間体  91 a  (Wal l ace  e t  a l . ,  20 0 6 )  
および  9 1 b  (Ka i  e t  a l . ,  2 01 2 )  をアジド化し、エステル基を加水分解してアジド酸  9 2 a  およ
び 9 2 b  を得た。9 2a  および 9 2 b のカルボキシ基を Wein reb  アミド  (Nahm e t  a l . ,  1 9 81 )  に変
換し、続く LiAlH 4  による還元によりアミノアルデヒド  9 3a – b を得た。 9 3 a– b と 9 4a – b 
(Og in o  e t  a l . ,  20 1 4)  の還元的カップリング反応を行い、続いて 1 ,1 ' -カルボニルジイミダゾ
ール  (CDI )  で処理することで化合物 5 1 ,  52 ,  および  5 4 を得た。化合物 5 2 の環状ウレアの窒
素原子をメチル化して化合物 5 3 へと誘導した。  
 
Schem e  3 -1 .  化合物  5 1 –5 4  の合成 a  
 
a  R e a g en t s  a n d  c o n d i t i o n s :  ( a )  ( i )  N a N 3 ,  D M F,  5 5  ° C– 6 0  ° C ;  ( i i )  L i O H · H 2 O ,  E t O H  ( o r  E t O H  a n d  
T H F) ,  H 2 O,  r t ,  7 1 % – 9 5 %  f o r  2  s t ep s ;  (b )  ( i )  M e N H ( O M e ) · H C l ,  T 3 P ,  D I P E A ,  D M F,  0  ° C  t o  r t ;  ( i i )  
L i Al H 4 ,  T H F ,  0  ° C  to  r t ,  2 4 %  fo r  2  s t ep s ;  ( c )  ( i )  M e N H ( O M e ) · H C l ,  E D C · H C l ,  H O B t ,  D IP E A ,  
D MF ,  r t ;  ( i i )  L i A l H 4 ,  T H F ,  0  ° C ,  5 8 %  f o r  2  s t e p s ;  ( d )  ( i )  9 4 a  o r  9 4 b ,  T i ( i - P r O ) 4 ,  T H F ,  5 0  ° C ,  1 6  
h ;  ( i i )  N a B H ( O A c ) 3 ,  5 0  ° C ;  ( i i i )  C D I ,  D B U,  T HF ,  r t ,  6 % – 2 7 %  fo r  3  s t e p s ;  ( e )  N a H ,  M e I ,  D MF ,  







 化合物  5 7 –6 1 の合成を  Sch eme  3 -2  に示した。中間体 9 3 b を市販のアミン 9 5 a  および  95 b
とカップリングし、CD I で処理することで  化合物 5 7  および  9 6 を得た。化合物 9 6 の p-メト
キシベンジル基を TFA 処理により除去し、続くアルキル化反応により化合物 5 8 ,  59 ,  および  
6 0 を得た。塩化スズとポリメチルヒドロシロキサン  (PMHS)  を用いた 9 3 b と 9 5 c の還元ア
ミノ化反応、続く CDI 処理による閉環反応により化合物 6 1 を得た。  
 
Schem e  3 -2 .  化合物  5 7 –6 1  の合成 a  
 
a  R e a g e n t s  a n d  c o n d i t i o n s :  ( a )  ( i )  9 5 a  o r  9 5 b ,  T i ( i -P r O ) 4 ,  T HF ,  5 0  ° C ,  1 6  h ;  ( i i )  N a B H ( O A c ) 3 ,  
5 0  ° C ;  ( i i i )  C D I ,  D B U ,  T H F,  r t ,  3 4 % – 6 7 %  fo r  3  s t e p s ;  (b )  TF A ,  a n i so l e ,  r t ,  q u a n t . ;  ( c )  9 8 a  o r  9 8 b ,  
K 2 C O 3 ,  DM F ,  r t ,  1 3 % – 3 6 % ;  (d )  9 8 c ,  K 2 C O 3 ,  K I ,  N MP ,  r t ,  2 7 % ;  (d )  ( i )  9 5 c ,  P M H S,  Sn C l 2 · M e O H ,  





<スピロ [インドール -3 ,2 ’ -ピロリジン ] -2 (1H ) -オン誘導体>  
 化合物  5 0  および  7 0– 86   の合成を  Sch eme  3-3  に示した。複雑なスピロ環構造を有するこ
れらの誘導体は、立体選択的な三成分反応  (Re hn  e t  a l . ,  20 04 )  と続くピロリジン環窒素原子
のアシル化反応により効率的に合成できる。イサチン誘導体 9 9 a –g ,  アクリル酸メチル ,  およ
び  DL -アミノ酸の三成分反応によりラセミ体  ( 3S * 3 'R * 5 'S * )  の中間体  1 00 a– i を得た。続いて、
ピロリジン環  1 '  位を様々な条件でアシル化して化合物  5 0 ,  7 0  および  72 –8 6 を得た。化合物
7 1 は、10 0 a とピリジン -2 -カルバアルデヒドの還元アミノ化反応により合成した。合成した
化合物の構造が比較的複雑であるため、一部の化合物  (7 2 ,  7 3  および  7 1 )  に関しては、一般




Schem e  3 -3 .  化合物  5 0  および  7 0– 8 6  の合成 a  
a  R e a g en t s  a n d  c o n d i t i o n s :  ( a )  m e t h y l  a c r y l a t e ,  D L - l e u c i n e  ( fo r  1 0 0 a ,  1 0 0 b ,  a n d  1 0 0 e– i )  o r  D L -
a l a n in e  ( fo r  1 0 0 c )  o r  D L - p h e n y l a l a n i n e  ( fo r  1 0 0 d ) ,  T H F – H 2 O ,  r e f lu x ,  4 2 – 8 7  % ;  ( b )  c o r r e s p o n d in g  
a c i d  c h lo r id e s ,  D IP E A ,  T H F,  0  ° C  t o  r t ,  1 9 – 9 6 % ;  ( c )  1 - m e t h y l -1 H - i m i d a z o l e - 2 - c a r b o x y l i c  a c i d ,  
H A T U ,  D I P E A ,  D M F,  9 0  ° C ,  3 1 % ;  ( d )  1 - m e th y l - 1 H - i m id a z o l e - 4 - c a rb o x y l i c  a c id ,  P y Br o P  ( F r é ro t  
e t  a l . ,  1 9 9 1 ) ,  D I P E A ,  D M A,  1 0 0  ° C ,  7 2 % ;  ( e )  ( i )  1 - t r i t y l -1 H - i m id a z o l e - 4 - c a r b o x y l i c  a c i d ,  1 -
c h l o ro - N , N , 2 - t r i m e t h y l - 1 -p r o p e n y l a m i n e  ( D e v o s  e t  a l . ,  1 9 7 9 ) ,  D IP E A ,  T H F,  0  ° C  t o  r t ;  ( i i )  T F A,  
M e C N– H 2 O ,  0  ° C ,  3 1 %  f o r  2  s t e p s ;  ( f )  1 - b e n zy l -1 H - i m id a z o l e - 4 - c a rb o x y l i c  a c i d ,  P y C l U ( Co s t e  e t  
a l . ,  1 9 9 1 ) ,  D I P E A ,  D M A ,  8 0  ° C ,  5 6 % ;  ( g )  p y r id in e - 2 - c a rb a l d e h y d e ,  N a B H ( O A c ) 3 ,  A c O H ,  M e O H ,  





  化合物  6 2 a– b  および  63 a– b  は、Sch eme  3 -4  に示した方法で合成した。ラセミ体  5 0  を、
キラルH PLCにより光学分割し、エナンチオマー  6 2 a  (3 S 3 'R5 'S )  および6 2 b  ( 3 R3 'S 5 'R )  をそ
れぞれ得た。化合物の絶対立体配置はX線結晶構造解析により確認した。また化合物  5 0  の3 ’
位をナトリウムメトキシドを用いて異性化させ、キラルH PLCにより光学分割し、エナンチオ
マー6 3 a  ( (+ ) - (3 S * 3 'S * 5 'S * ) )  および  63 b  ( (− ) - (3 S * 3 'S * 5 'S * ) )  を得た  (これらの化合物6 3 aおよ
び6 3 bの絶対立体配置は未決定である )。  
Schem e  3 -4 .  化合物  6 2 a– b  および  6 3 a– b  の合成 a  
 
a  R e a g e n t s  a n d  co n d i t i o n s :  ( a )  c h i r a l  HP L C ,  9 8 %  to  q u a n t . ;  ( b )  ( i )  N a O M e ,  M e O H ,  5 0  ° C ;  ( i i )  





 化合物  64 –6 9  は、Sch eme  3 -5  に示した様に合成した。イサチン9 9a、アクリル酸  t e r t -ブ
チル、DL-ロイシンの三成分反応により中間体  10 1  を立体選択的に得た。続いて、 t e r t -ブチ
ル基をTFAを用いて除去することで、カルボン酸  64  へと誘導し、さらにアミド化によりカル
ボキサミド  6 5  を得た。化合物  5 0  のエステル基をNaBH 4  と  Ca Cl 2を用いて還元し、アルコ
ール体  6 6  を得た、続く脱酸素的フッ素化反応により化合物  6 7  へと誘導した。また化合物  
66  をメシル化および続くクロロ化反応に付すことにより、クロライド  68  へと誘導化した。
化合物  6 9  は、50  のエステル基の還元、得られたアルコールのメシル化、ヨウ素化、および  
Pd (en )  (Hat to r i  e t  a l . ,  20 00 ;  Sa j ik i  e t  a l . ,  1 9 98 )  を用いた還元的脱ヨウ素化  (Fen g  e t  a l . ,  
20 14 ;  Se i j a s  e t  a l . ,  1 9 92 )  の4工程により合成した。鍵となる化合物  ( 66  および  6 9 )  の構造
に関しては、X 線結晶構造解析により確認した。  
Schem e  3 -5 .  化合物  6 4 –6 9  の合成 a  
 
a  R e a g e n t s  a n d  c o n d i t i o n s :  ( a )  ( i )  t e r t - b u ty l  a c r y l a t e ,  D L - l eu c i n e ,  T HF – H 2 O ,  6 0  ° C ,  6 0 % ;  ( i i )  
p y r id in e - 2 - c a r b o n y l  ch lo r id e  h y d r o c h l o r i d e ,  D IP E A ,  T H F ,  0  ° C  to  r t ,  7 1 % ;  ( b )  ( i )  TF A ,  r t ;  ( i i )  
4 M H C l  i n  E t O A c ,  r t ,  7 6 %  f o r  2  s t ep s ;  ( c )  E D C · H C l ,  H O B t · N H 3 ,  D I PE A ,  D M F,  r t ,  7 7 % ;  (d )  
N a B H 4 ,  C a C l 2 ,  E t O H ,  0  ° C  t o  r t ,  9 7 % ;  ( e )  b i s (2 - m e t h o x y e t h y l ) a m i n o s u l f u r  t r i f l u o r i d e  ( S in g h  e t  
a l . ,  2 0 0 2 ) ,  T H F ,  0  ° C  to  r t ,  2 2 % ;  ( f )  ( i )  M s Cl ,  E t 3 N ,  T H F,  0  ° C ;  ( i i )  L i C l ,  D MF ,  1 0 0  ° C ,  4 3  %  fo r  
2  s t e p s ;  ( g )  ( i )  M s Cl ,  E t 3 N ,  T H F  0  ° C ;  ( i i )  L i I ,  D MF ,  1 0 0  ° C ;  ( i i i )  H 2 ,  Pd / C ( en ) ,  a q .  N a H C O 3 ,  





 化合物  8 7– 8 8 ,  89 a – b ,  および  90 a – b  は、以下の方法で合成した  (Sch eme  3-6 )。化合物 8 4  
および  8 6  のエステル基を、化合物 6 9 と同様にしてメチル基に変換した  (8 7 –8 8 )。続いて、
化合物  8 7  および  8 8 を光学分割し、エナンチオマー  8 9a – b  および  9 0 a– b をそれぞれ得た。
これらの化合物の絶対立体配置は X 線結晶構造解析により決定した。  
Schem e  3 -6 .  化合物  8 7 –8 8 ,  8 9a – b  および  9 0a – b の合成  a  
 
a  R e a g en t s  a n d  c o n d i t i o n s :  ( a )  ( i )  N a B H 4 ,  C a C l 2 ,  E t O H,  0  ° C  to  r t ;  ( i i )  M s C l ,  E t 3 N ,  T H F – D M A ,  
0  ° C ;  ( i i i )  L i I ,  D M A,  1 0 0  ° C ;  ( i v )  H 2 ,  P d / C( e n ) ,  a q .  N a H C O 3 ,  M e O H – T H F,  r t ,  5 3 – 6 0 %  f o r  4  










3 .3  結論  
 筆者は RNA 依存 AT Pase アッセイ、共結晶構造解析、SBD D を駆使することで、強力かつ
選択的な Brr2 阻害剤 4 , 6 -ジヒドロピリド [4 ,3 -d ]ピリミジン -2 ,7 (1 H , 3 H ) -ジオン誘導体 6 0 を
見出した。また、構造的に異なるスピロ [インドール -3 ,2 ’ -ピロリジン ] -2 (1 H ) -オン誘導体に
関しても最適化を行い、より強力な Brr2 阻害活性および優れた選択性を示す 8 9 a  および  90 a  












3 .4  実験の部  
B io lo gy  
Prepa ra t io n o f  enzym es .  Th e  hu man  r eco mb i n an t  f u l l - l en g th  Br r2  and  fu l l - l en g th  DHX2 9 
were  ex p ressed  in  S f -9  in sec t  ce l l s  a s  f u s io n  p ro te in s  wi th  Hi s  o r  FL AG - His  t ag s  a t  t h e  N  
t e rmin u s ,  u s ing  th e  Bacu lo Di r ec t  C - t e rm  Bacu lo v i ru s  ex p ress io n  sy s t em (Th e rmo  F i sh e r  
Sc ien t i f i c ) .  H i s -Br r2  and  His -FLAG-DHX2 9  were  p u r i f i ed  u s in g  Ni -NTA su p er f lo w 
a f f in i ty  co lu mn  and  Su p erd ex  2 0 0  g e l - f i l t r a t io n  co lu mn.  Th e  hu man  r eco mb in an t  p ro te in s ,  
fu l l - l eng th  e IF4 A3 ,  MLN51  ( r e s id u es  1 3 7– 2 83 ) ,  f u l l - l en g th  e IF4 A1,  fu l l - l en g th  e IF4 B,  
and  e IF4 G ( r e s idu es  7 1 2 – 14 5 1)  were  ex presse d  in  Escher ich ia  co l i  B L2 1  (DE3)  a s  fu s io n  
pro te in s  wi th  6  ×  His -  SUMO or  Hi s  t ag s  fo l l o wed  b y  a  TEV p ro tea se  c l eav ag e  s i t e  a t  t h e  
N t e rminu s ,  an d  p ur i f i ca t ion  u s in g  Ni -NTA su p e r f lo w a f f in i ty  co lumn (QIAGEN) and  
Su pe rd ex  20 0  g e l - f i l t r a t ion  co lu mn  (GE Hea l th care ) .  Th e  His -SUM O or  Hi s  t ag s  were  
c l eaved  wi th  SUMO pro tease  o r  TEV p ro teas e .  P ro te in  co n cen t r a t io n s  were  d e te rmin ed  
u s ing  a  BCA Pro te in  Assay  Ki t  (Th ermo F i sh e r  Sc ien t i f i c )  w i th  b ov in e  se rum a lbu min  a s  
a  s t and a rd .  
RNA-dependent  A TPa se  a ssa y .  Th e  RNA -d ep en d en t  ATPase  a s say  was  p e r fo rmed  u s in g  
th e  ADP-Glo  a ssay  sy s t em (Promeg a) .  S ing le - s t r and ed  RNA p o ly (U)  was  p u rch ased  f rom 
MP Bio med ica l s ,  LLC.  Th e  a ssay  bu f f er  compr i sed  20  mM Tr i s – HC l  (p H 7 .5 ) ,  2 .5  mM 
Mg Cl 2 ,  1 00  mM K Cl ,  1  mM d i th io thr e i to l  (DTT) ,  an d  0 .01 % (v /v )  Tween  2 0 .  Af te r  th e  
add i t io n  of  2 0  μ M ATP,  2 .5  μ g /mL p o ly(U) ,  and  t e s t  co mp ou n d s ,  ATPase  r eac t io n s  were  
s t a r t ed  by  th e  add i t io n  o f  6 .25  n M Br r2 .  Th e  r e su l t ing  mix ture  wa s  in cub a ted  a t  r oo m 
temp era tur e  fo r  3 0  m in ,  f o l lo wed  b y  t e rmin a t ion  o f  th e  en zy mat i c  r eac t ion s  by  ADP -Glo  
r eag en t .  Fo l lo wing  ad d i t ion  o f  ADP -Glo  d e tec t ion  r eag en t ,  lu min escen t  s ig n a l s  were  
measured  u s in g  an  En Vis io n  2 1 02  Mu l t i l ab e l  P la t e  Read e r  (Perk in E lmer ) .  We  d ef in ed  
lumin escen t  s ign a l s  o f  th e  r eac t ion  wi tho u t  en zyme  as  10 0 % in h ib i to ry  ac t iv i ty  and  tho se  
of  th e  co mp le te  r eac t io n  mix ture  a s  0 % inh ib i to ry  ac t iv i ty .  Cu rv e  f i t t i ng s  an d  ca lcu la t ion s  
o f  IC 5 0  v a lu es  were  p e r fo rmed  u s ing  th e  p rog ram XLf i t  v er s io n  5  ( ID  Bu s in ess  So lu t io n s  
L td . ) .  Fo r  ev a lu a t ing  th e  se l ec t iv i ty ,  we  a l s o  co nd u c ted  an  ATPas e  a ssay  o f  e IF4 A1 ,  




con cen t r a t io n  o f  MLN5 1 for  15 0  n M eIF4 A3  or  e IF4 B an d  e IF4 G fo r  1 00  n M e IF4 A1  or  
e IF4 A2  were  add ed .  Reg ard i ng  th e  ATPase  a ss ay s  fo r  DHX2 9,  th e  op t ima l  con cen t r a t io n s  
were  6 .3  n M.  Con cen t r a t ion s  o f  ATP or  RNA  were  se t  a t  t h e  K m  v a lu e  of  each  sub s t r a t e  
fo r  each  en zy me as  fo l lo ws :  3 5  μ M ATP an d  1 .5  μ g /mL p o ly(U)  fo r  e IF4 A1  an d  e IF4 A3 ,  
and  3 0  μ M ATP an d  1 .8  μ g /mL p o ly (U)  fo r  DHX2 9.  De tec t io n  o f  lu min escen t  s ig n a l s  o r  
e s t ima t io n  o f  IC 5 0  v a lu es  was  p e r fo rmed  a s  d esc r ib ed  abo v e .  
Substra te - co m pet i t io n  a ssa y .  ATP or  RNA comp e t i t i o n  a ssay s  fo r  Br r2  were  p er formed 
u s ing  th e  ADP -Glo  a s say  sy s t em  (Pro meg a) .  Th e  en zy mat i c  r eac t ion s  were  p er formed 
un d er  id en t i ca l  co nd i t ion s  to  th o se  u sed  for  RNA -d ep en d en t  ATPas e  a ssay ,  ex cep t  f o r  
su b s t r a t e  con cen t r a t ion s .  ATP o r  RNA co n cen t r a t ion s  were  se t  a t  th e  K m  v a lu es—  25  μ M  
or  2 .5  μg /mL ,  r e sp ec t iv e ly —an d  50 0 ,  20 0 ,  o r  2 .5  μ M ATP and  5 0  μ g /m L  o r  0 .2 5  μ g /mL  
po ly  (U)  were  u sed  to  ex amin e  ATP o r  R NA co mp e t i t i v e  in h ib i t ion .  Th e  en zy mat i c  
r eac t io n s  were  p e r fo rmed a t  r oo m temp era tu r e  fo r  3 0  min ,  ex cep t  f o r  45  min  a t  2 5  μ M 
ATP/0 .2 5  μg /mL  p o ly (U) .  Cu rv e  f i t t i n g s  and  ca lcu la t io n s  o f  IC 5 0  v a lu es  were  p er formed,  
a s  p r ev iou s ly  d esc r ib ed  in  th e  sec t ion  o f  RNA - d ep end en t  ATPase  a ssa y .  
RNA unwind ing  a ssa y  (Hel ica se  a ssa y ) .  RN A u n wind in g  a ssay  were  p er formed in  an  
a ssay  bu f f e r  co n ta in in g  40  mM Tr i s – HCl  (p H 7 .5 ) ,  2  mM Mg Cl 2 ,  30  mM NaCl ,  1  mM DTT,  
and  0 .0 1 % (v /v)  Tween  20 .  Du p lex  RNA s wer e  g en e ra t ed  u s in g  f luo rescen ce  l abe led  1 4 -
mer  (5 ' - [F ITC] -UUCC CCUG CAUAA C -3 ' )  an d  36 -mer  (5 ' -
GUUAUGCA GGGGAA CCAA CG CAUAU CAG UGAGGAUU -3 ' )  o l igo  RNAs (Ledo ux  e t  a l . ,  
20 16 ) p urch ased  f rom In tegra t ed  DNA Tech n o lo g ie s ,  In c . .  Th e  RNAs in  a ssay  b u f f e r  ( 3 0  
n M)  were  ann ea led  b y  h ea t in g  a t  95  °C fo r  5  m in  an d  co o l ing  to  4  ° C  a t  0 .1  °C/ s .  He l i ca se  
ac t iv i ty  was  in i t i a t ed  wi th  30  n M d up lex  RN As,  2 00  n M Br r2 ,  an d  20  µM ATP a t  3 7  °C  
fo r  10  min .  Un lab e led  1 4 -mer  o l igo  RNA (1 .5  µM;  5 ' -UUC CC C UGCAUAA C -3 ' )  wa s  
in c lu d ed  to  cap tu re  an y  f r ee  3 6 -mer  o l ig o  R NAs.  Reac t io n s  were  t e rmin a ted  wi th  4 0  mM 
EDTA,  3 .2 % (w/v )  SDS,  and  40 % (v /v )  g ly ce ro l .  Th e  r eac t ion  so lu t ion s  were  
e l ec t ro p ho resed  u s in g  15 % po ly ac ry lamid e  g e l  (ATTO)  a t  10 .5  mV fo r  45  min  un d er  
n a t iv e  ru n n in g  b u f f e r  ( 25  mM  Tr i s  an d  1 92  mM g ly c in e) .  The  f luo rescen t ly  l ab e led  RNAs 




RNAs as  p rod u c t s  o f  th e  en zy mat i c  r eac t io n  were  n o rma l i zed  wi th  to t a l  i n t en s i t i e s  o f  
s in g le -  an d  d ou b le - s t r and ed  RNAs,  an d  th e  b ackg ro u nd  was  sub t r ac ted .  We  d e f in ed  
f lu o rescen t  s ig n a l s  o f  t h e  r eac t ion  wi th ou t  en zyme  as  10 0 % in h ib i to ry  ac t iv i ty ,  an d  th o se  
of  th e  co mp le te  r eac t io n  mix ture  a s  0 % inh ib i to ry  ac t iv i ty .  Cu rv e  f i t t i ng s  an d  ca lcu la t ion s  
o f  IC 5 0  v a lu es  were  p e r fo rmed u s in g  th e  p ro g ram Grap h f i t  P r i sm  ve r s io n  5 .0 3  (Grap h Pad  
So f tware ) .  
Cry s ta l lo g ra phy  
Prepa ra t io n o f  pro te in  fo r  cry s ta l log ra phy .  Th e cDNA en cod in g  amin o  ac id  r e s id u es  
39 5 -2 12 9  o f  h u man  SNRNP2 0 0 /Br r2  (Gen Ban k  AB0 1 83 3 1 ,  GE Hea l th ca re )  was  amp l i f i ed  
u s ing  th e  po ly merase  cha in  r eac t ion  and  en g in ee red  wi th  a  seq u en ce  en cod in g  an  N -
te rmin a l  6  ×  His  fu sed  to  a  r ecog n i t io n  s i t e  fo r  th e  TEV p ro tease .  Th e  cDNA en co d ing  
Br r2  was  c lo ned  in to  a  mo d i f i ed  p Fas t Bac1  v ec to r .  Reco mb in an t  v i ru s  was  g en e ra t ed  
u s ing  th e  Bac - to -Bac  b acu lov i ru s  exp ress io n  sy s t em (Th ermo  F i sh e r  Sc ien t i f i c  In c . ) .  
P ro te in  was  ex pressed  in  in sec t  ce l l s  (S f9 )  an d  ce l l s  were  h a r v es t ed  48  h  p o s t - in f ec t io n .  
Ce l l s  were  i so la t ed  by  br i e f  cen t r i f ug a t io n  an d  p e l l e t s  were  f ro zen  and  s to r ed  a t  −80 °C .   
Th e  ce l l  p e l l e t  was  thawed an d  su sp en ded  in  b uf f e r  co mp o sed  o f  5 0  mM Tr i s  p H 8 .0 ,  5 00  
mM NaCl ,  1 0 % g ly cero l ,  2 0  mM imid azo le  (b uf f e r  co mp o n en t s  were  rou t in e ly  p urch ased  
f ro m S ig ma-Ald r i ch) ,  and  0 .5  mM TCEP (T h ermo  F i sh e r  Sc ien t i f i c  In c . )  su pp lemen ted  
wi th  EDTA - fr ee  p ro tease  in h ib i to r s  (Ro ch e ,  B ase l ,  Swi tze r l an d ) .  Th e  ce l l s  were  ly sed  by  
br i e f  so n ica t io n  (Son ic s  Vibra -Ce l l ,  Son ic s  an d  Mate r i a l s ,  I n c . ,  Newto wn ,  CT ,  USA )  an d  
u s ing  a  m ic ro f lu id izer  (Micro f lu id ic s  M -11 0 P ,  Micro f lu id ic s  Co rp . ,  Wes two o d ,  MA ,  USA ) .  
Th e  ly sa te  was  c l a r i f i ed  by  cen t r i f ug a t io n  and  th e  sup e rn a tan t  was  a f f in i ty  p u r i f i ed  u s in g  
Nick e l -ch e la t in g  r e s in  (P ro b on d ,  Th ermo  F i sh e r  Sc ien t i f i c  In c . ) ,  f o l lo wed  by  e lu t ion  wi th  
bu f f er  co mpo sed  o f  5 0  mM Tr i s  p H 8 .0 ,  50 0  mM NaCl ,  1 0 % g ly cero l ,  2 50  mM imid azo le ,  
and  0 .5  mM TCEP.  Th e  N - te rmin a l  6  × His -  t ag  was  r emo v ed  b y  t r ea tmen t  w i th  TEV 
pro tease  d u r in g  o v ern igh t  d i a ly s i s  i n  b u f f e r  ( 50  mM Tr i s  p H 8 .0 ,  5 0  mM NaCl ,  1 0 % 
g ly ce ro l ,  an d  0 .5  mM TCEP)  a t  4 °C.  Th e  pro te in  so lu t ion  was  p assed  ov e r  a  N i - a f f in i ty  
co lu mn and  th e  f lo w - t h ro ug h  was  co l l ec t ed ,  fo l lo wed  b y  d ia ly s i s  i n to  th e  f in a l  d e l iv ery  




con cen t r a t ed  wi th  Amicon  Cen t r i fu g a l  F i l t e r s  (EMD Mi l l ipo re ,  B i l l e r i ca ,  MA,  USA )  to  1 4  
mg /m L.  Th e  co n cen t r a t ed  p ro te in  was  immed ia te ly  f l a sh  f ro zen  wi th  l i qu id  n i t r o g en  in  5 0  
µL a l iq uo t s  fo r  s to r ag e  a t  −8 0 °C .  P ro te in  co n cen t r a t io n  was  e s t ima ted  u s ing  a  Nano Drop  
in s t rumen t .  
Cry sta l l i za t io n  a nd  X - ra y  s t ruc ture  a na ly s i s .  Pr ior  to  c ry s t a l l i za t ion ,  th e  pu r i f i ed  Br r2  
was  d i lu t ed  to  1 0  mg /m L u s in g  d e l ive ry  b u f f e r  ( 2 0  mM Tr i s  p H 7 .6 ,  2 0 0  mM NaCl ,  1 mM 
TCEP ) ,  and  co mp lex es  were  g en e ra t ed  by  ad d i t io n  o f  s to ck  DMSO so lu t ion s  o f  l i g an d s  to  
th e  p ro te in  so lu t ion  a t  a  f in a l  con cen t r a t io n  of  1  mM  ( th e  f in a l  DMSO co n cen t r a t ion s  
were  10 % fo r  co mp o u nd  5 5 ,  an d  1 % fo r  co mp o un d 52  an d  Br r2 - comp ou nd  5 7 ) .  Af t er  
add i t io n  o f  co mp ou n d s ,  t h e  mix tu re  was  p laced  o n  i ce  fo r  3 0  min  to  p ro mo te  co mp lex  
fo rma t ion .  Cry s ta l l i za t i on  o f  Br r2  was  p e r formed  u s in g  th e  h an g in g  dro p  v ap or  d i f fu s io n  
me th o d  u s in g  a  p ub l i sh ed  p ro to c o l  (San to s  e t  a l . ,  2 01 2 ) .  Br i e f ly ,  t h e  c ry s t a l l i za t io n  was  
p er formed wi th  a  r e se rvo i r  so lu t io n  co mpo sed  o f  0 .1  M sod iu m c i t r a t e  (p H 5 .0 –5 .3 )  an d  
1 .2 –1 .6  M sod iu m ma lo n a te  (p H 7 .0 )  (Hamp to n  Resea rch ,  A l i so  Vie j o ,  CA ,  USA ) .  Cry s ta l  
t r i a l s  were  se tu p  and  s to r ed  a t  ro o m temp era tur e ,  w i th  c ry s t a l s  ap p ea r in g  o v ern igh t  an d  
r each ing  max imu m s ize  a f t e r  o n e  to  two  week s .  Cry s ta l s  were  h a rv es t ed  d i r ec t ly  f ro m th e  
dro p s  (wi th  th e  h ig h  con cen t ra t io n  o f  so d ium ma lo na te  fu n c t ion in g  a s  a  c ryo pro tec tan t )  
and  f l a sh - co o led  in to  ALS -s ty le  pu ck s  su b merg ed  in  l iq u id  n i t r o g en .  D i f f r ac t io n  d a ta  
were  co l l ec t ed  a t  Ad v an ced  L igh t  Sou rce  b eaml in e  5 .0 .2  ( comp ou nd  52 )  an d  5 .0 .3  
( co mpo un d  57 )  (Lawrence  Berk e ley’ s  Na t io n a l  Lab ora to ry ,  Be rk e ley ,  CA)  an d  a t  t h e  
Diamon d  L ig h t  Sou rce  b eaml in e  I0 4  (Did co t ,  UK)  ( co mp o un d  5 5 ) .  D i f f r ac t io n  d a ta  were  
p ro cessed  wi th  XDS  ( Kab sch  e t  a l . ,  2 01 0 )  and  Aimless  (Ev an s  e t  a l . ,  2 0 13 ) .   Th e  
s t ru c tu r e s  were  so lv ed  by  mo lecu la r  r ep lacemen t  wi th  Ph ase r  (McCo y  e t  a l . ,  2 00 7 )  u s in g  
th e  co o rd in a te s  o f  h u man  Br r2  (PDB co d e :  4 F91 )  a s  a  sea r ch  mo d e l .  Th e  g r ap h ic s  p ro g ram 
COOT  (Emsley  e t  a l . ,  20 04 )  was  u sed  for  mo d e l  bu i ld ing  an d  r e f inemen t  was  p e r fo rmed  
wi th  REFMAC5  (Murs hu do v  e t  a l . ,  1 99 7)  an d  PHENIX  (Ad ams  e t  a l . ,  2 0 10 ) .  Ph ase r  an d  
REFMAC5  a re  d i s t r ib u ted  a s  p a r t  o f  CC P4  (Co l l ab ora t iv e  co mp u ta t ion a l  p ro jec t ,  N o .  4 ,  
19 94 ) .  S t ru c tu r e  v a l id a t ion  was  p e r fo rmed  u s ing  Mo lprob i ty  (Ch en  e t  a l . ,  2 01 0) .   X- r ay  
d i f f r ac t ion  d a ta  co l l ec t ion  and  r e f in emen t  s t a t i s t i c s  a r e  r epo r t ed  in  Tab le  3 -1 1 ,  an d  o mi t  




of  th e  th r ee  co -co mp lex  s t ru c tu r e s  were  d ep o s i t ed  in  th e  PDB un d e r  th e  access io n  co d es :  
5 URJ ,  5 URK and  5 URM  co r r e spo nd in g  to  comp lex es  wi th  co mp ou nd s  5 2 ,  57 ,  an d  5 5 ,  
r e sp ec t iv e ly .  
X-ra y  data  co l l ec t io n  a nd  re f inem ent  s tat i s t i c s  
Ta ble  3 -1 1 .  X- r ay  d a ta  co l l ec t io n  an d  re f in emen t  s t a t i s t i c s  
X-Ray  s t ruc ture  Co mpo un d  
52 / 5 URJ   
Co mpo un d  
57 / 5 URK  
Co mpo un d  
55 / 5 URM  
Da ta  co l l ec t ion     
Reso lu t io n  r ang e  (Å)  48 .4– 2 .7 5  (2 .8 1 –
2 .7 5)  
48 .7– 2 .9 5  (3 .0 3 –
2 .9 5)  
29 .5– 2 .8 0  (2 .8 5 –
2 .8 0)  
Sp ace  g ro u p  C1 21  C1 21  P1  
Ce l l  d imen s ion s :     
a ,  b ,  c  (Å)  14 4 .9 ,  1 5 4 .0 ,  
14 2 .5  
14 5 .5 ,  1 5 4 .1 ,  
14 3 .5  
10 3 .9 ,  1 0 5 .9 ,  1 35 .3  
 ,   ,    (  )  90 .00 ,  1 0 2 .5 0 ,  
90 .00  
90 .00 ,  1 2 0 .7 4 ,  
90 .00  
71 .14 ,  7 0 .4 8 ,  8 9 .8 3  
R s y m  4 . 4  (1 37 .3)  6 .4  (1 05 .4)  7 .5  (1 10 .2)  
< I / I>  15 .6  (1 .1 )  12 .3  (1 .2 )  8 .1  (1 .0 )  
CC 1 / 2  0 . 9 99  (0 .53 6 )  0 .9 99  (0 .60 4 )  0 .9 97  (0 .56 6 )  
Co mp le ten ess  (%)   99 .4  (99 .9)  99 .8  (99 .9)  98 .2  (98 .0)  
Red un d an cy  3 .4  (3 .5 )  3 .4  (3 .5 )  2 .3  (2 .4 )  
S t ru c tu re  re f in emen t     
Reso lu t io n  (Å)  48 .4– 2 .7 5  48 .7– 2 .9 5  29 .5– 2 .8 0  
No .  r e f l ec t io n s  69 ,31 4  57 ,01 9  12 3 ,3 29  
No .  r e f l ec t io n s  Rf r ee  
t e s t  se t  
34 98  28 29  62 01  
Rwo rk /Rf r ee  23 .7 /2 8 .6  23 .3 /2 7 .7  21 .2 /2 6 .0  
No .  a to ms :  13 ,74 5  13 ,65 7  27 ,55 8  
Pro te in  13 ,68 8  13 ,61 8  27 ,39 2  
L ig an d  37  33  64  
Gly cero l  6  6  0  
Wate r  14  0  10 2  
Mean  B v a lu e  (Å 2 )  10 5 .6  10 5 .7  78 .8  
P ro te in  B  v a lu e  (Å 2 )  10 5 .7  10 5 .8  78 .8  
L ig an d  B v a lu e  (Å 2 )  70 .1  72 .4  82 .7  
Gly cero l  B  v a lue  (Å 2 )  70 .4  72 .1  -  
Wate r  B  v a lu e  (Å 2 )  68 .8  -  59 .5  
RMS b o nd  l eng th s  (Å)  0 .0 05  0 .0 07  0 .0 06  
RMS b o nd  an g le s  ( ° )  1 .0 1  1 .3 1  1 .1 6  
Ramach an d ro n  
s t a t i s t i c s :  
   
Favo red  96 .1  %  94 .8  %  95 .5  %  
Ou t l i e r s  0 .2 9  %  1 .0 0  %  0 .3 2  %  
*Va lu es  in  p ar en theses  a r e  fo r  h ig h es t - r e so lu t ion  sh e l l .  






Fig ure  3 -1 0 .   Omi t  e l ec t ro n  d en s i ty  Fo -Fc  map  ( r en d e red  a s  mesh)  was  g en e ra t ed  b y  
omi t t in g  a to ms  co r r e sp on d ing  to  co mp o un d  5 2  ( d i sp lay ed  a s  g r een  s t i ck s ) .  Map  i s  
con to ured  a t  ±  3 .0  σ .  F igu re  was  c rea ted  u s in g  Py mo l  (Schro d in g e r )  .  
 
 
Fig ure  3 -1 1 .  Omi t  e l ec t ro n  d en s i ty  Fo -Fc  map  ( r end e red  a s  mesh )  was  g en e ra t ed  b y  
omi t t in g  a to ms  co r r e sp on d ing  to  co mp o un d  5 7  ( d i sp lay ed  a s  g r een  s t i ck s ) .  Map  i s  
con to ured  a t  ±  3 .0  σ .   F igu re  was  c r ea ted  u s ing  Pymo l  (Schrod in g er ) .   
 
 
Fig ure  3 -1 2 .  Omi t  e l ec t ro n  d en s i ty  Fo -Fc  map  ( r en de red  a s  mesh)  was  g en e ra t ed  by  
omi t t in g  a toms  co r r e spo nd in g  to  co mp o un d  55  ( d i sp lay ed  a s  g r een  s t i ck s ) .  Map  i s  





Com puta t io na l  Chem is t ry  
Mo lecu la r  do ck ing  mo de l  o f  com po und  60  wi th  Brr2 .  Mo d e l in g  an d  d o ck in g  
ca lcu la t io n s  were  p e r formed b y  u s in g  Ind u ced  F i t  Do ck ing  in  th e  Sch rö d ing e r  so f tware  
su i t e  (Re lease  2 0 1 6 -3 ) .  The  c ry s t a l  s t r u c tu r e  o f  th e  h u man  Br r2 - co mp o un d  57  co mp lex  
(PDB ID:5 URK) a s  a  t emp la te  fo r  do ck ing .  Th e  co mpo u nd  s t ru c tu r e  was  p r ep ared  by  
u s ing  L ig Prep  fo l lo wed  b y  g en e ra t ion  of  s t ab le  con fo rma t io n  b y  u s in g  OMEGA 2 .5 .1 .4 .  
(Op en Ey e)  Th e  do ck ed  po se  was  se l ec t ed  b ased  o n  IFD sco re .  
Chem is try  
 Pro to n  nu c lea r  mag n e t i c  r e so nan ce  ( 1 H NMR)  sp ec t r a  were  r eco rd ed  on  Bru k e r  AVANCE -
30 0  (30 0  MHz) ,  Bru ke r  AVANCE -4 0 0  (40 0  MHz) ,  and  Bru k er  AVANCE -6 00  (6 00  MHz) ,  
and  ca rbo n  n u c lear  magn e t i c  r e so n an ce  ( 1 3 C NMR)  sp ec t r a  were  r ecord ed  on  Bru k e r  
AVANCE -3 00  ( 75  MH z) ,  Bru k er  AVAN CE -4 00  ( 10 1  MHz) ,  and  B ru k e r  AVANCE -60 0  
(1 5 1  MHz)  in  CD Cl 3  o r  DMSO -d 6  so lu t io n .  Ch emica l  sh i f t s  a r e  g iv en  in  p a r t s  p e r  m i l l ion  
(p p m)  wi th  t e t r a me th y l s i l an e  a s  an  in t e rn a l  s t and a rd .  Ab b rev ia t io n s  a r e  u sed  a s  fo l lo ws :  s  
=  s ing le t ,  d  =  do u b le t ,  t  =  t r ip l e t ,  q  =  q u ar t e t ,  m  =  mu l t ip l e t ,  d d  =  do ub le t  o f  d ou b le t s ,  
dd d  =  d ou b le t  o f  d o ub le t  o f  d o ub le t s ;  d t  =  do ub le t  o f  t r ip l e t s ,  t d  =  t r ip l e t  o f  d ou b le t s ,  b r s  
=  b ro ad  s in g le t .  Co up l ing  con s tan t s  ( J  v a lu es )  a r e  g iv en  in  h e r t z  (Hz) .  Lo w -reso lu t io n  
mass  sp ec t ra  (MS)  were  acqu i r ed  u s in g  an  Ag i l en t  LC/MS sy s tem 
(Ag i l en t1 20 0 SL/Ag i l en t61 3 0 MS,  Ag i l en t1 20 0 SL/Ag i l en t1 95 6 MS,  or  
Ag i l en t1 20 0 SL/Ag i l en t61 10 MS)  or  Sh imad zu  UFLC/MS (Pro min en ce  UFLC h ig h  p r e ssu re  
g r ad ien t  sy s t em/LCMS - 20 20 )  o p era t in g  in  an  e l ec t ro n  sp ray  io n iza t ion  mod e  (ESI+) .  Th e  
co lu mn  u sed  was  an  L - co lu mn  2  ODS (3 .0  ×  5 0  mm I .D . ,  3  μ m,  CERI )  wi th  a  t emp era tu r e  
of  4 0 °C an d  a  f lo w r a t e  o f  1 .2  o r  1 .5  mL/min .  Co n d i t ion  1 :  Mob i l e  ph ases  A  and  B  u n d er  
an  ac id ic  co n d i t ion  were  0 .0 5 % TFA in  wa te r  and  0 .05 % TFA in  MeC N,  r e sp ec t ive ly .  Th e  
r a t io  o f  mo b i l e  ph ase  B  was  in c r eased  l in ea r ly  f ro m 5 % to  9 0 % o v e r  0 .9  min ,  90 % ov e r  
th e  n ex t  1 .1  m in .  Co nd i t io n  2 :  Mo b i l e  ph ases  A  an d  B  u nd e r  a  n eu t r a l  co n d i t ion  were  a  
m ix tu re  o f  5  mmo l /L  AcONH 4  and  MeCN (9 /1 ,  v /v )  and  a  m ix tu re  o f  5  mmo l /L  AcONH 4  
and  MeCN (1 /9 ,  v /v ) ,  r e sp ec t iv e ly .  Th e  r a t io  o f  mo b i l e  ph ase  B  wa s  in c r eased  l in ear ly  




ca r r i ed  ou t  by  Su mik a  Ch emica l  An a ly s i s  Se rv ice  an d  o b se rv ed  in  MeOH ( 0 .5  w/v %) .  Th e  
pu r i t i e s  o f  a l l  sy n th es i zed  co mpo u nd s  t e s t ed  in  b io lo g ica l  sy s t ems  were  a sse ssed  a s  b e in g  
>95 % u s in g  e l emen ta l  ana ly s i s  o r  an a ly t i ca l  HPLC.  E lemen ta l  an a ly ses  were  ca r r i ed  ou t  
by  Su mik a  Ch emica l  A n a ly s i s  Se rv ice  o r  To ray  Resea rch  Cen te r  and  were  wi th in  0 .4 % o f  
th e  th eore t i ca l  v a lu es .  An a ly t i ca l  HPLC were  ca r r i ed  o u t  u s ing  HPLC wi th  NQAD (Nan o  
Qu a l i ty  An a ly te  De tec tor )  o r  Co ro n a  CAD (C h arg ed  Aer o so l  De tec tor ) .  Th e  co lu mn  was 
an  L -co lu mn  2  ODS (3 0  ×  2 .1  mm I .D . ,  CERI )  o r  a  Cap ce l l  Pak  C1 8 AQ (5 0  mm × 3 .0  mm 
I .D . ,  Sh i se id o )  wi th  a  t emp era tur e  o f  50  °C an d  a  f lo w r a t e  o f  0 .5  mL/min .  Mo b i l e  ph ases  
A  an d  B  un d e r  a  n eu t r a l  con d i t io n  were  a  m ix tu re  o f  50  mmo l /L  AcONH 4 ,  wa te r  an d  
MeCN (1 /8 /1 ,  v /v /v )  and  a  m ix tu re  o f  5 0  mmo l /L  AcONH 4  an d  MeCN (1 /9 ,  v /v ) ,  
r e sp ec t iv e ly .  Th e  r a t io  o f  mo b i l e  p h ase  B  was  in cr eased  l in ear ly  f rom 5  to  9 5 % ov e r  3  
m in ,  95 % o v er  th e  n ex t  1  m in .  
Reac t io n  p ro g ress  was  d e termin ed  by  th i n  l ay e r  ch ro ma tog raph y  (TLC)  ana ly s i s  o n  Merck  
Kiese lg e l  6 0  F25 4  p la t e s  o r  Fu j i  S i ly s i a  NH  p la t e s .  Ch romato grap h ic  p u r i f i ca t io n  was  
ca r r i ed  ou t  o n  s i l i ca  g e l  co lu mn s  (Merck  Kiese lg e l  60 ,  70 ‒ 23 0  mesh  o r  23 0 ‒4 00  mesh ,  
Merck ;  Ch ro mato rex  N H -DM 10 20 ,  10 0 ‒2 0 0  m esh ,  Fu j i  S i ly s i a  Ch emica l ;  In j ec t  co lumn 
and  Un iv e r sa l  co lu mn ,  YAMAZEN ,  h t tp : / /y amazen u sa . co m/p ro d uc t s / co lu mn s / ;  o r  Pur i f -
Pack  S i  o r  NH,  Sho k o  Sc ien t i f i c ,  h t tp : / / sh ok o- sc . co . jp / en g l i sh 2 / ) .  P r ep a ra t iv e  TLC  was  
ca r r i ed  o u t  on  Merck  Kiese lg e l  60  PLC p la t e s .  P r epa ra t iv e  HPLC  was  acqu i r ed  u s in g  a  
Gi l so n  Prep a ra t iv e  HPLC Sy s tem ( con d i t ion s  1  an d  2 )  o r  MassLy nx  UV Prep  Sy s tem  
( co nd i t io n  3 )  w i th  UV d e tec tor  (2 2 0  and  2 5 4  n m) .  Co nd i t io n  1 :  Mo b i l e  ph ases  A  and  B  
un d er  a  b as i c  co n d i t io n  were  0 .0 5 % aq u eo u s  ammo n i a  so lu t io n  and  MeCN,  r e sp ec t iv e ly .  
Co nd i t io n  2 :  Mob i l e  p h ases  A  an d  B  un d e r  an  ac id ic  co n d i t io n  were  0 .22 5 % fo rmic  ac id  
in  wa te r  and  MeCN,  r e sp ec t iv e ly .  Co n d i t ion  3 :  Mo b i l e  ph ases  A  a nd  B  u n d e r  an  ac id ic  
con d i t ion  were  0 .1 % TFA in  wa te r  and  0 .1 % TFA in  MeCN,  r e spec t iv e ly .  Th e  r a t io  o f  
mo b i l e  p h ase  B  was  i n cr eased  l in ea r ly  b e tween  7  an d  12  min .  Th e  co lu mn  u sed  was  a  
Gemin i  C1 8  (25  ×  15 0mm I .D . ,  1 0  μm  o r  1 50  ×  25  mm I .D . ,  5  μ m,  Ph eno men e x )  fo r  
con d i t ion  1 ,  a  Sy n e rg i  C18  ( [3 0  ×  1 5 0  mm I .D . ,  4  μ m]  o r  [2 5  ×  1 50  mm I .D . ,  1 0  μ m] ,  
Ph en o men ex )  fo r  con d i t ion  2 ,  an  L -Co lu mn  2  ODS (2 0  ×  15 0  mm I .D . ,  5  μ m,  CERI )  f o r  




Al l  co mmerc ia l ly  av a i l ab le  so lv en t s  an d  r eag en t s  were  u sed  wi th ou t  fu r th er  p ur i f i ca t io n .  
Y ie ld s  were  n o t  op t im ized . Co mpo u nd  48  (Og ino  e t  a l . ,  2 01 4 )   was  u sed  f ro m th e  Tak ed a  
comp ou nd  l ib r a ry  (>9 5 % p u r i ty  was  co n f i rmed  by  e l emen t  an a ly s i s ) .  Comp ou nd s  4 9 ,  5 5 ,  
and  56  we re  p urch ased  f ro m Ch emDiv .  
(± ) -Methy l  (3 S , 3 'R ,5 'S ) -5 ' - i so buty l -2 -o x o -1 ' - (py r id in -2- y lca rbo ny l ) -1 ,2 -
d ihy dro sp iro [ indo le -3 ,2 ' -py rro l id ine ] -3 ' - ca rbo xy la te  ( 50 ) .  To  a  so lu t ion  o f  1 00 a  ( 1 .6 0  
g ,  5 .2 9  mmo l )  in  THF (4  mL)  was  ad ded  DIPEA (3 .69  mL,  2 1 .2  mmo l )  an d  p yr id in e -2 -
ca rb on y l  ch lo r id e  hy dro ch lo r id e  (1 .8 8  g ,  10 .6  mmo l )  a t  0  °C .  Th e  mix tu re  was  s t i r r ed  a t  
0  °C  to  t emp era tu r e  fo r  2  h .  The  mix tu re  was  p o ured  in to  wa te r  a t  r oo m temp era tur e  an d  
ex t r ac t ed  wi th  E tOAc .  Th e  org an ic  l ay e r  was  sep ara t ed ,  wash ed  wi th  wa te r  and  b r in e ,  
d r i ed  o v e r  Na 2 SO 4  an d  co ncen t r a t ed .  Th e  r e s id u e  was  p ur i f i ed  b y  s i l i ca  g e l  co lu mn  
chro ma to g rap hy  (h ex an e /E tOAc  =  9 /1  to  0 /1 0 )  to  g iv e  50  (2 .06  g ,  96 %)  a s  a  wh i t e  so l id .  
m .p .  2 0 5– 20 7  °C.  1 H NMR (30 0  MHz,  CDC l 3 )  δ  0 .7 3  (d ,  J  =  6 .5  Hz ,  3 H) ,  0 .7 9  (d ,  J  =  6 .6  
Hz ,  3 H) ,  0 .9 5 –1 .09  (m ,  1 H) ,  1 .3 8 –1 .50  (m ,  1 H) ,  1 .52 – 1 .6 9  (m ,  1 H) ,  2 .3 4 – 2 .5 6  (m,  1 H) ,  
2 .6 3– 2 .7 6  (m ,  1 H) ,  3 .2 7  ( s ,  3 H) ,  3 .6 9  (d d ,  J  =  12 .7 ,  7 .4  Hz ,  1 H) ,  5 .1 5 – 5 .3 7  (m ,  1 H) ,  6 .87  
(d ,  J  =  7 .7  Hz ,  1 H) ,  6 .9 6 – 7 .0 7  (m ,  1 H) ,  7 .14 – 7 .2 6  (m ,  2 H) ,  7 .3 2 – 7 .4 1(m,  1 H ) ,  7 .6 7  (d ,  J  =  
7 .8  Hz ,  1 H) ,  7 .7 0 – 7 .8 0  (m ,  1 H) ,  7 .9 0  ( s ,  1 H) ,  8 .6 1  (d ,  J  =  4 .7  Hz ,  1 H) .  1 3 C NMR (15 1  
MHz,  CDCl 3 )  δ  21 .0 ,  2 4 .2 ,  2 5 .6 ,  3 3 .9 ,  47 .5 ,  51 .2 ,  51 .8 ,  5 7 .8 ,  7 1 .0 ,  1 0 9 .8 ,  1 22 .4 ,  1 23 .9 ,  
12 4 .6 ,  12 5 .3 ,  1 27 .1 ,  1 29 .5 ,  1 36 .9 ,  1 4 1 .4 ,  14 8 .1 ,  15 3 .2 ,  16 5 .5 ,  1 69 .6 ,  1 75 .8 .  MS m / z  4 0 8  
(M +  H) + .  An a l .  Calcd  fo r  C 2 3 H 2 5 N 3 O 4 :  C ,  6 7 .80 ;  H ,  6 .1 8 ;  N ,  1 0 .3 1 .  Fo un d :  C ,  67 .76 ;  H ,  
6 .2 3 ;  N,  10 .29 .  
 (± ) -3 - (2 - (3 -F luo ro py r id in -2 -y l ) -6 -m ethy l -3 ,4 -d ihy dro -2 H - chrom en -7-y l ) -6 -m ethy l -4 ,6 -
d ihy dro py r ido [4 ,3 -d ]py r im id ine -2 ,7 (1 H , 3 H ) -d io ne  (5 1 ) .  To  a  m ix ture  o f  93 a  (1 20  mg ,  
0 .7 89  mmo l )  and  9 4 a  (Og in o  e t  a l . ,  2 01 4 )  ( 22 4  mg,  0 .8 68  mmo l )  in  THF (1 0  mL)  was  
add ed  T i ( i -P rO) 4  ( 0 .4 7  mL,  1 . 6  mmo l )  a t  ro o m tempera tu re  u n d e r  N 2 .  Th e  r eac t io n  
mix tu re  was  h ea ted  to  5 0 °C an d  s t i r red  fo r  1 6  h .  To  th e  r eac t io n  mix ture  was  add ed  
NaBH(OAc) 3  (6 69  mg ,  3 .1 5  mmo l )  an d  th e  r eac t ion  mix tu re  was  s t i r r ed  a t  5 0 °C for  4 8  h .  
Th e  r eac t io n  mix tu re  was  qu en ch ed  wi th  sa tu r a t ed  aqu eo u s  NaHCO 3  and  th e  mix tu re  was  
ex t r ac t ed  wi th  CH 2 Cl 2 / MeOH (1 0 /1) .  Th e  o rgan ic  l ay e r  was  sep a ra t ed ,  wash ed  wi th  b r in e ,  




TLC on  s i l i ca  g e l  (CH 2 Cl 2 /MeOH =  1 0 /1)  to  a f fo rd  (± ) -4 -amin o-5 - ( ( (2 - (3 - f lu oro py r id in -2-
y l ) -6 -me thy l -3 ,4 -d ih y d ro -2 H - ch ro men-7 -y l ) amino )me th y l ) -1 -me th y lp yr id in -2 (1 H ) -on e  (70  
mg ,  23 %)  a s  a  y e l lo w s o l id .  MS m / z  3 95  (M + H) + .   
A  mix tu re  o f  (± ) -4-amino -5- ( ( (2 - (3 - f luo rop yr id in -2 -y l ) -6 -me thy l -3 ,4 -d ih yd ro -2 H -
chro men -7-y l ) amin o)me thy l ) -1 -me thy lpy r id in -2(1 H ) -o n e  (7 0  mg ,  0 .1 8  mmo l ) ,  CDI  (95 .0  
mg ,  0 .5 8 6  mmo l ) ,  and  DBU ( 88  L,  0 .59  mmo l )  in  THF (1 0  mL)  was  s t i r r ed  a t  r oo m 
temp era tur e  fo r  16  h  u nd e r  N 2 .  T h en  th e  r eac t ion  mix tu re  was  a l lo w ed  to  warm to  ro om 
temp era tur e  an d  s t i r red  fo r  20  h .  To  th e  r eac t i on  mix tu re  was  ad d ed  CDI  (86 .3  mg ,  0 .5 3 2  
mmo l )  and  th e  r eac t io n  mix tu re  was  s t i r r ed  a t  ro o m temp era tur e  fo r  2 0  h .  Th e  r eac t io n  
mix tu re  was  d i lu t ed  wi th  wa te r  (2 0  mL)  an d  th e  mix tu re  was  ex t r ac t ed  wi th  CH 2 Cl 2 /MeOH  
(1 0 /1) .  The  o rg an ic  l ay e r  was  sep a ra t ed ,  wash ed  wi th  b r in e ,  d r i ed  ov e r  an hy d ro u s  Na 2 SO 4 ,  
and  con cen t r a t ed .  Th e  re s id u e  was  pu r i f i ed  by  pr ep a ra t iv e  HPLC ( co nd i t io n  1 ,  0 .0 5 % 
aqu eou s  ammo n ia  so lu t ion /MeCN  =  7 0 /3 0  to  5 1 /4 9 )  to  a f fo rd  5 1  (4 4  mg ,  5 9 %)  a s  a  wh i t e  
so l id .  1 H NMR (40 0  MHz,  DMSO-d 6 )  δ  2 .04  ( s ,  3 H) ,  2 .1 3 – 2 .2 4  (m ,  1 H) ,  2 .3 2 – 2 .3 6  (m ,  
1 H) ,  2 .7 6– 2 .8 6  (m ,  1 H) ,  2 .88 – 3 .0 2  (m ,  1 H) ,  3 .32  ( s ,  3 H) ,  4 .2 3  (dd ,  J  = 1 3 .6 ,  4 .8  Hz ,  1 H) ,  
4 .6 0  (d ,  J  = 1 3 .6  Hz ,  1 H) ,  5 .4 2  (d ,  J  = 1 0 .0  H z ,  1 H) ,  5 .6 8  ( s ,  1 H) ,  6 .76  ( s ,  1 H) ,  7 .0 2  ( s ,  
1 H) ,  7 .4 8 –7 .62  (m ,  2 H) ,  7 .7 6 – 7 .8 4  (m ,  1 H) ,  8 .48  (d ,  J  = 4 .4  Hz ,  1 H) ,  9 .8 2  (b r s ,  1 H) .  1 3 C  
NMR (1 01  MHz,  DMS O -d 6 ,  T  =  9 0  °C)  δ  1 5 .9 ,  2 3 .2 ,  24 .8 ,  3 5 .4 ,  47 .3 ,  7 3 .0  (d ,  J C – F  =  1 .8  
Hz ,  1 C) ,  95 .7 ,  1 00 .7 ,  1 14 .4 ,  12 0 .9 ,  12 3 .5  (d ,  J C – F   = 1 9 .1  Hz ,  1 C) ,  1 2 4 .9  (d ,  J C – F  = 4 .4  Hz,  
1 C)  12 6 .5 ,  1 30 .6 ,  1 3 4 .8 ,  1 3 9 .4 ,  14 4 .7  (d ,  J C – F  = 5 .1  Hz ,  1 C) ,  1 4 6 .2  (d ,  J C – F  = 12 .1  Hz ,  
1 C) ,  14 7 .8 ,  1 51 .0 ,  1 5 2 .6 ,  1 56 .9  (d ,  J C – F  = 2 5 8 .6  Hz ,  1 C) ,  1 6 1 .5 .  MS m / z  4 2 1  ( M + H ) + .  
An a l .  Calcd  fo r  C 2 3 H 2 1 FN 4 O 3 ·0 .5 H 2 O:  C,  6 4 .3 3 ;  H ,  5 .1 6 ;  N ,  13 .05 .  Fo un d :  C ,  6 4 .4 9 ;  H ,  
5 .1 8 ;  N,  13 .05 .  
(± ) -6 -Benzy l -3 - (2 - (3 - f luo ro py r id in -2 -y l ) -6 -m ethy l -3 ,4 -d ihy dro -2H - chrom en -7-y l ) -4 ,6 -
d ihy dro py r ido [4 ,3 -d ]py r im id ine -2 ,7 (1 H , 3 H ) -d io ne  (5 2 ) .  To  a  m ix tu re  o f  4 - amin o -1 -
b en zy l -6 -o x o-1 ,6 -d ih y d ro p yr id in e -3 - carb a ld eh yd e  93 b  ( 3 0  mg ,  0 .1 3  mmo l )  and  9 4a  ( 34 .0  
mg ,  0 .1 3  mmo l )  in  THF (3  mL)  was  ad d ed  T i ( i -P rO) 4  (5 9  L,  0 .2 0  mmo l )  a t  r o om 
temp era tur e  u nd e r  N 2 .  Th e  r eac t ion  mix ture  was  h ea ted  to  5 0 °C an d  s t i r r ed  fo r  1 6  h .  To  
th e  r eac t ion  mix tu re  was  add ed  NaBH(OAc) 3  ( 11 1  mg ,  0 .52  mmo l)  and  th e  r eac t ion  




r e s idu e  was  p u r i f i ed  b y  p r ep a ra t iv e  TLC (CH 2 Cl 2 /MeOH =  2 0 /1 )  to  a f fo rd  (± ) -4 -amin o-1 -
b en zy l -5 - ( ( (2 - (3 - f luo ro py r id in -2-y l ) -6 -me th y l -3 ,4 -d ih yd ro -2 H - ch romen-7 -
y l ) amino )me thy l )py r id in -2 (1 H ) -o n e  (1 0  mg ,  1 6 %)  a s  a  y e l lo w so l id .  MS m / z  4 71  (M +H) + .  
A mix ture  o f  (± ) -4 -amin o -1 -b en zy l -5 - ( ( (2 - (3 - f luo rop y r id in -2 -y l ) -6 -me th y l -3 ,4 -d ihy d ro -
2 H - ch ro men-7 -y l ) amin o)me thy l )py r id in -2 (1 H ) -o n e  (30  mg ,  0 .0 6 4  mmo l ) ,  CDI  (5 2  mg ,  
0 .3 2  mmo l)  and  DBU (48  L,  0 .3 2  mmo l )  in  THF (3  mL)  was  s t i r r ed  a t  r oo m temp era tu r e  
fo r  18  h .  Th e  r eac t io n  mix tu re  was  con cen t r a t ed .  Th e  r e s id u e  was  pu r i f i ed  by  p r ep a ra t ive  
HPLC (co nd i t io n  2 ,  0 .22 5 % aqu eou s  fo rmic  ac id  so lu t io n /MeCN =  5 5 /45  to  3 4 /66 )  to  
a f fo rd  5 2  ( 1 2  mg ,  38  %)  a s  a  wh i t e  so l id .  1 H NMR (4 00  MHz,  DMS O -d 6 )  δ  2 . 03  ( s ,  3 H) ,  
2 .1 1– 2 .2 2  (m ,  1 H) ,  2 .2 7– 2 .3 4  (m ,  1 H) ,  2 .75 – 2 .8 5  (m ,  1 H) ,  2 .87 –3 .0 4  (m ,  1 H) ,  4 .20 –4 .31  
(m ,  1 H) ,  4 .53 – 4 .6 5  (m ,  1 H) ,  4 .91 –5 .09  (m ,  2 H) ,  5 .36 – 5 .4 6  (m ,  1 H) ,  5 .7 1  ( s ,  1 H) ,  6 .75  ( s ,  
1 H) ,  7 .0 0  ( s ,  1 H) ,  7 .2 3 –7 .29  (m ,  3 H) ,  7 .30 – 7 .36  (m ,  2 H) ,  7 .48 – 7 .5 6  (m ,  1 H) ,  7 .65  ( s ,  1 H) ,  
7 .7 4– 7 .8 5  (m ,  1 H) ,  8 .4 7  (d ,  J  = 4 .4  Hz ,  1 H) ,  9 .8 7  ( s ,  1 H) .  1 3 C NMR (1 0 1  MHz,  DMSO -d 6 ,  
T  =  9 0  °C)  δ  1 5 .9 ,  2 3 .2 ,  2 4 .7 ,  47 .2 ,  5 0 .0 ,  72 .9  (d ,  J C – F  =  1 .8  Hz ,  1 C) ,  95 .9 ,  1 01 .3 ,  1 14 .3 ,  
12 0 .8 ,  1 2 3 .4  (d ,  J C – F  = 1 9 .4  Hz,  1 C) ,  1 2 4 .8  (d ,  J C – F  =  4 .4  Hz ,  1 C) ,  1 2 6 .5 ,  1 26 .8 ,  
12 7 .1 (2 C) ,  1 28 .0  (2 C) ,  13 0 .5 ,  13 4 .0 ,  13 7 .3 ,  13 9 .2 ,  1 4 4 .6  (d ,  J C – F  =  5 .1  Hz ,  1 C) ,  14 6 .1  (d ,  
J C – F  = 1 2 .5  Hz ,  1 C) ,  1 47 .8 ,  15 0 .8 ,  1 52 .5 ,  15 6 .8  (d ,  J C – F  =  25 8 .6  Hz ,  1 C) ,  1 6 1 .1 .  MS m / z  
49 7  (M +  H) + .  An a l .  C alcd  fo r  C 2 9 H 2 5 FN 4 O 3 ·2 .5 H 2 O:  C,  6 4 .32 ;  H ,  5 .58 ;  N ,  10 .35 .  Fo un d :  
C ,  64 .34 ;  H ,  5 .2 3 ;  N ,  1 0 .3 6 .  
(± ) -6 -Benzy l -3 - (2 - (3 - f luo ro py r id in -2 -y l ) -6 -m ethy l -3 ,4 -d ihy dro -2H - chrom en -7-y l ) -1 -
methy l -4 ,6 -d ihy dro py r ido [4 ,3 -d ]py r im id ine -2 ,7 (1H , 3 H ) -d io ne  (5 3) .To  a  so lu t ion  o f  5 2  
(6 0  mg,  0 .12  mmo l )  in  DMF (2  mL)  was  add ed  NaH (60 %,  1 0  mg ,  0 .2 5  mmo l )  a t  0  °C  
un d er  N 2 .  Th e  r eac t ion  mix tu re  was  s t i r r ed  a t  0 °C fo r  0 .5  h .  To  th e  r eac t io n  mix tu re  was  
add ed  iod o meth an e  (3 4 .3  mg ,  0 .24  mmo l )  a t  0 °C.  Th e  reac t io n  mix ture  was  a l lo wed  to  
warm to  ro om temp era tur e  and  s t i r r ed  fo r  2  h .  Th e  r eac t ion  mix tu re  was  qu en ch ed  wi th  
wa te r  a t  0  °C  an d  th e  mix tu re  was  ex t r ac t ed  wi th  E tOAc .  Th e  o rg an ic  l ay er  was  sep a ra t ed ,  
wash ed  wi th  b r in e ,  d r i ed  o v e r  Na 2 SO 4 ,  and  con cen t r a t ed .  Th e  r e s i du e  was  p u r i f i ed  b y  
p r ep a ra t iv e  HPLC (co n d i t ion  2 ,  0 .2 2 5 % aqu eou s  fo rmic  ac id  so lu t ion /MeCN =  5 5 /45  to  
25 /7 5)  to  a f fo rd  53  (4 5  mg,  7 3 %)  a s  a  wh i t e  s o l id .  1 H NMR (4 0 0  MHz,  DMSO -d 6 )  δ  2 .0 0  




3 .1 5  ( s ,  3 H) ,  4 .1 5 –4 .33  (m ,  1 H) ,  4 .5 0– 4 .6 5  (m ,  1 H) ,  4 .9 0 –5 .17  (m ,  2 H) ,  5 .41  ( d ,  J  = 1 0 .0  
Hz ,  1 H) ,  5 .86  ( s ,  1 H) ,  6 .7 4  ( s ,  1 H) ,  7 .00  ( s ,  1 H) ,  7 .2 3 –7 .38  (m ,  5 H) ,  7 .49 – 7 .5 6  (m ,  1 H) ,  
7 .6 5  ( s ,  1 H) ,  7 .7 6– 7 .8 4  (m ,  1 H) ,  8 .46  (d ,  J  = 4 .0  Hz ,  1 H) .  1 3 C NMR (10 1  MHz,  DMSO -d 6 ,  
T  =  9 0  °C)  δ  1 5 .9 ,  2 3 .1 ,  24 .7 ,  2 9 .6 ,  4 6 .6 ,  5 0 .0 ,  72 .9  (d ,  J C – F  =  2 .2  Hz ,  1 C) ,  97 .0 ,  10 2 .5 ,  
11 4 .0 ,  1 20 .8 ,  12 3 .4  (d ,  J C – F  = 1 9 .1  Hz,  1 C) ,  12 4 .9  (d ,  J C – F  = 4 .0  Hz ,  1 C) ,  12 6 .2 ,  1 2 6 .9 ,  
12 7 .1  (2 C) ,  1 28 .0  (2 C) ,  13 0 .5 ,  13 3 .0 ,  13 7 .1 ,  1 39 .8 ,  1 44 .6  (d ,  J C – F  =  5 .1  Hz ,  1 C) ,  1 4 6 .1  (d ,  
J C – F  = 1 2 .1  Hz ,  1 C) ,  1 48 .9 ,  15 1 .4 ,  1 52 .5 ,  15 6 .8  (d ,  J C – F  =  25 8 .6  Hz ,  1 C) ,  1 6 1 .2 .  MS m / z  
51 1  (M +  H) + .  An a l .  C alcd  fo r  C 3 0 H 2 7 FN 4 O 3 ·1 .8 H 2 O:  C,  6 3 . 36 ;  H ,  5 . 68 ;  N ,  10 . 32 .  Fo un d :  
C ,  63 . 49 ;  H ,  5 . 5 5 ;  N ,  1 0 . 4 4 .  
(± ) -6 -Benzy l -3 - (2 - (3 - f luo ro py r id in -2 -y l ) -3 ,4 -d ihy dro -2 H -chrom en -7-y l ) -4 ,6 -
d ihy dro py r ido [4 ,3 -d ]py r im id ine -2 ,7 (1 H , 3 H ) -d io ne  (54 ) .  To  a  m ix ture  o f  9 3 b  ( 3 0  mg ,  
0 .1 3  mmo l)  and  94 b  (Og in o  e t  a l . ,  2 0 14 )  (3 2  mg ,  0 .13  mmo l )  in  THF (3  mL)  was  ad d ed  
T i ( i -P rO) 4  ( 59  L,  0 .2 0  mmo l )  a t  r oo m temp era tu r e  un d er  N 2 .  Th e  r eac t io n  mix tu re  was  
h ea ted  to  50 °C an d  s t i r r ed  fo r  1 6  h .  To  th e  r eac t ion  mix tu re  was  ad d ed  NaBH(OAc) 3  ( 11 1  
mg ,  0 .52  mmo l )  an d  t h e  r eac t io n  mix tu re  was  s t i r r ed  a t  50 °C for  1 8  h .  Th e  r eac t io n  
mix tu re  was  con cen t r a t ed ,  an d  th e  r e s idu e  was  p ur i f i ed  b y  p r ep a ra t iv e  TLC  
(CH 2 Cl 2 /MeOH =  2 0 /1)  to  a f fo rd  (± ) -4 -amin o -1 -b en zy l -5 - ( ( (2 - (3 - f lu oro py r id in -2-y l ) -3 ,4 -
d ih y dro -2 H - chro men -7- y l ) amino )me thy l )py r id in -2 (1 H ) -o n e  (30  mg ,  5 0 %)  a s  a  y e l lo w 
so l id .  MS m / z  4 5 7  (M +  H) + .  
A  mix tu re  o f  ( ±) -4-amino -1-b en zy l -5 - ( ( (2 - (3 - f luo rop y r id in -2 -y l ) -3 ,4 -d ihy d ro -2 H -
chro men -7-y l ) amin o)me thy l )py r id in -2(1 H ) -o n e  (1 40  mg ,  0 .30 7  mmo l ) ,  CDI  (2 49  mg ,  1 .53  
mmo l )  and  DBU  (0 .2 3  mL,  1 .54  mmo l )  in  THF (5  mL)  was  s t i r r ed  a t  r oo m temp era tu r e  fo r  
18  h .  Th e  r eac t io n  mix ture  was  co ncen t r a t ed ,  and  th e  r e s id u e  was  p u r i f i ed  b y  pr ep ara t iv e  
HPLC (co nd i t io n  2 ,  0 .22 5 % aqu eou s  fo rmic  ac id  so lu t io n /MeCN =  6 5 /35  to  3 5 /65 )  to  
a f fo rd  54  (8 0  mg ,  5 4 %)  a s  a  wh i t e  so l id .  1 H NMR (40 0  MHz,  DMS O -d 6 )  δ  2 . 1 3– 2 .2 3  (m ,  
1 H) ,  2 .2 7 –2 .36  (m,  1 H) ,  2 .75 – 2 .8 7  (m ,  1 H) ,  2 .90 –3 .04  (m ,  1 H) ,  4 .5 5  ( s ,  2 H) ,  5 .0 0  ( s ,  2 H) ,  
5 .4 4  (d d ,  J  = 10 .0 ,  2 .0  Hz ,  1 H) ,  5 .7 1  ( s ,  1 H) ,  6 .7 4 – 6 .7 8  (m ,  1 H) ,  6 .8 4  (d d ,  J  = 8 .4 ,  2 .0  Hz,  
1 H) ,  7 .1 1  (d ,  J  = 8 .4  Hz ,  1 H) ,  7 .2 3 –7 .37  (m ,  5 H) ,  7 .4 8 – 7 .5 6  (m ,  1 H) ,  7 .6 7  ( s ,  1 H) ,  7 .7 6 –
7 .8 5  (m ,  1 H) ,  8 .4 3 -8 .5 1  (m ,  1 H) ,  9 .9 4  ( s ,  1 H) .  1 3 C NMR (1 5 1  MHz,  DMSO -d 6 )  δ  2 3 .5 ,  




J C – F  = 1 8 .8  Hz ,  1 C)  12 5 .5  (d ,  J C – F  = 4 .4  Hz ,  1 C)  12 7 .3 ,  12 7 .4  (2 C) ,  12 8 .4  (2  C) ,  12 9 .2 ,  
13 4 .6 ,  1 37 .6 ,  1 40 .9 ,  1 45 .2  (d ,  J C – F  = 5 .0  Hz ,  1 C)  1 46 .1  (d ,  J C – F  = 12 .2  Hz ,  1 C) ,  1 4 7 .8 ,  
15 1 .8 ,  1 54 .1 ,  1 57 .1  (d ,  J C – F  =  2 5 8 .2  Hz ,  1 C) ,  16 1 .3 4 .  MS m / z  4 83  (M +  H) + .  An a l .  Calcd  
fo r  C 2 8 H 2 3 FN 4 O 3 ·2 .6 H 2 O:  C,  63 .53 ;  H ,  5 .3 7 ;  N ,  1 0 .5 8 .  Fo u nd :  C ,  63 .8 5 ;  H,  5 .0 5 ;  N ,  1 0 .6 4 .  
6-Benzy l -3 - (3 - (benzy l ox y )pheny l ) -4 ,6 -d ihy d ro py r ido [4 ,3 -d ]py r im i d ine -2 ,7 (1H , 3 H ) -
d io ne  (5 7 ) .  To  a  m ix ture  o f  9 5a  ( 3 0 .0  mg ,  0 .1 5 1  m mo l )  an d  9 3 b  ( 34 .4  mg ,  0 .15 1  m mo l)  in  
THF ( 3  mL)  was  ad d ed  T i ( i -P rO) 4  ( 68  L,  0 .2 3  m mo l )  a t  r o om temp era tu r e  un d e r  N 2 .  T h e  
r eac t io n  mix tu re  was  h ea ted  to  5 0 °C an d  s t i r r ed  fo r  1 6  h .  To  th e  r eac t ion  mix ture  was  
add ed  NaBH(OAc) 3  ( 12 8  mg,  0 .6 03  mmo l ) ,  an d  t h e  r eac t ion  mix tu re  was  s t i r r ed  a t  5 0 °C  
fo r  18  h .  Th e  r eac t io n  mix tu re  was  con cen t r a t ed .  Th e  r e s id u e  was  pu r i f i ed  by  p r ep a ra t ive  
TLC (CH 2 Cl 2 / MeO H  =  20 /1 )  to  a f ford  4 - amino -1-b enzy l -5 - ( ( (3 -
(b en zy lo xy )ph eny l ) amino )me th y l )p y r id in -2 (1 H ) -o n e  (4 0 .0  mg ,  6 5 %)  a s  a  y e l lo w  so l id .  
MS m / z  4 21  (M + H) + .   
A  mix ture  o f  4 - amin o-1 -b en zy l -5 - ( ( (3 - (b en zy lo x y)ph en y l) amino )me thy l )py r id in -2(1 H ) -
on e  (1 6 0  mg ,  0 .39  mmo l) ,  CDI  (31 5  mg ,  1 .9 4  mmo l ) ,  an d  DBU ( 0 .2 9 0  mL ,  1 .9 4  mmo l)  in  
THF (10  mL)  was  s t i r r ed  a t  r oo m temp era t ur e  fo r  1 8  h .  Th e  r eac t ion  mix ture  was  
con cen t r a t ed ,  an d  th e  r e s idu e  was  pu r i f i ed  b y  p r ep a ra t ive  HPLC (con d i t ion  2 ,  0 .2 25 % 
aqu eou s  fo rmic  ac id  so lu t io n /MeCN =  5 0 /5 0  to  2 9 /71 )  to  a f ford  5 7  (9 0  mg ,  5 3 %)  a s  a  
wh i t e  so l id .  1 H NMR (4 00  MHz,  DMSO -d 6 )  δ  4 .5 9  ( s ,  2 H) ,  5 .01  ( s ,  2 H) ,  5 .09  ( s ,  2 H) ,  5 .75  
( s ,  1 H) ,  6 .8 7 – 6 .9 6  (m ,  2 H) ,  7 .0 0 – 7 .0 5  (m,  1 H) ,  7 .23 –7 .30  (m ,  4 H) ,  7 .31 – 7 .3 6  (m ,  3 H) ,  
7 .3 7– 7 .4 2  (m ,  2 H) ,  7 .4 3 – 7 .4 8  (m ,  2 H) ,  7 .68  ( s ,  1 H) ,  1 0 .0 0  ( s ,  1 H) .  1 3 C NMR (15 1  MHz,  
DMSO-d 6 )  δ  46 .8 ,  5 0 .3 ,  6 9 .3 ,  96 .2 ,  10 1 .8 ,  1 1 1 .9 ,  1 12 .1 ,  1 1 7 .6 ,  1 27 .3 ,  12 7 .5  (2 C) ,  1 27 .6  
(2 C) ,  12 7 .8 ,  12 8 .3  (2 C) ,  1 2 8 .4  (2 C) ,  12 9 .2 ,  1 3 4 .6 ,  1 36 .8 ,  1 37 .6 ,  14 3 .2 ,  1 4 7 .7 ,  1 51 .8 ,  
15 8 .4 ,  1 61 .4 .  MS m / z  4 38  (M +  H) + .  Ana l .  Calcd  for  C 2 7 H 2 3 N 3 O 3 ·1 .9 H 2 O:  C,  68 .75 ;  
H ,5 .7 3 ;  N ,  8 .9 1 .  Fo un d :  C ,  68 .84 ;  H ,  5 .60 ;  N ,  9 .0 9 .  
6-Benzy l -3 - (3 - (py r id in -2 -y lm ethox y )pheny l ) -4 ,6 -d ihy dro py r ido[4 ,3 -d ]py r im id ine -
2 ,7 (1 H , 3H ) -d io ne  (5 8 ) .  A  mix tu re  o f  9 7  ( 20 0  mg ,  0 .5 76  m mo l) ,  2 - (bromo meth y l )p y r id in e  
hy d ro bro mid e  98 a ,  1 60  mg ,  0 .6 3 8  m mo l ) ,  an d  K 2 CO 3  ( 31 8  mg ,  2 .3 0  m mo l )  in  DMF (5  mL)  
was  s t i r r ed  a t  r oo m temp era tu r e  fo r  1 5  h .  Th e  r eac t ion  mix tu re  was  d i l u t ed  wi th  wa te r  and  




dr i ed  ov e r  anh yd rou s  Na 2 SO 4 ,  an d  con cen t r a t ed .  Th e  r e s idu e  was  p u r i f i ed  by  p r ep a ra t iv e  
TLC (CH 2 Cl 2 /MeOH =  12 /1 ) ,  and  sub seq u en t l y  by  pr ep ara t iv e  HPLC (con d i t io n  1 ,  0 .0 5 % 
aqu eou s  ammo n ia  so lu t ion /MeCN  =  7 5 /2 5  to  4 5 /5 5 )  to  a f fo rd  5 8  (9 1  mg ,  3 6 %)  a s  a  wh i t e  
so l id .  1 H NMR (4 00  MHz,  DMSO-d 6 )  δ  4 . 5 9  ( s ,  2 H) ,  5 .0 1  ( s ,  2 H) ,  5 .1 7  ( s ,  2 H) ,  5 .7 5  ( s ,  
1 H) ,  6 .9 0  (dd ,  J  =  8 .0 ,  2 .0  Hz,  1 H) ,  6 .9 4  (dd ,  J  =  8 .0 ,  1 .2  Hz ,  1 H) ,  7 .05 – 7 .0 6  (m ,  1 H) ,  
7 .2 5– 7 .3 6  (m ,  7 H) ,  7 .5 2  (d ,  J  =  7 .6  Hz ,  1 H) ,  7 .6 8  ( s ,  1 H) ,  7 .8 2 – 7 .8 6  (m,  1 H) ,  8 .5 5 – 8 .6 0  
(m ,  1 H) ,  1 0 .0 0  (br s ,  1 H) .  1 3 C NMR (75  MHz,  DMSO -d 6 )  δ  47 .3 ,  50 .8 ,  7 0 .9 ,  9 6 .8 ,  1 02 .3 ,  
11 2 .4 ,  11 2 .7 ,  1 18 .3 ,  1 22 . 2 ,  1 23 . 5 ,  1 2 7 . 9 ,  12 8 .0  (2 C)  12 9 .0  (2 C)  1 29 . 8 ,  1 35 .2 ,  1 3 7 . 5 ,  
13 8 .2 ,  14 3 .7 ,  1 48 .3 ,  1 4 9 .6 ,  15 2 .4 ,  15 7 .0 ,  1 58 . 8 ,  1 61 .9 .  MS m / z  4 39  (M +  H) + .  An a l .  Calcd  
fo r  C 2 6 H 2 2 N 4 O 3 ·1 .0 H 2 O:  C,  68 .41 ;  H ,  5 .30 ;  N ,  12 .27 .  Fou n d :  C ,  6 8 .5 0 ;  H ,  5 .4 1 ;  N ,  1 2 .3 1 .   
6-Benzy l -3 - (3 - (py r id in -3 -y lm ethox y )pheny l ) -4 ,6 -d ihy dro py r ido[4 ,3 -d ]py r im id ine -
2 ,7 (1 H , 3H ) -d io ne  (5 9) .  A  mix tu re  o f  9 7  ( 2 00  mg ,  0 .57 6  m mo l) ,  98 b  (1 6 0  mg,  0 .6 38  
m mo l ) ,  an d  K 2 CO 3  ( 3 1 8  mg ,  2 .30  mmo l)  in  DMF (2  mL)  was  s t i r r ed  a t  ro o m temp era tur e  
fo r  14  h  u nd e r  N 2 .  Th e  r eac t io n  mix tu re  was  p ou red  in to  wa te r  and  ex t r ac t ed  wi th  
CH 2 Cl 2 / MeOH (1 0 /1) .  Th e  o rg an ic  l ay e r  was  sep a ra t ed ,  wash ed  wi th  b r in e ,  d r i ed  o v e r  
Na 2 SO 4 ,  an d  co n cen t r a t ed .  Th e  r e s idu e  was  p u r i f i ed  b y  p r ep a ra t iv e  TLC ( CH 2 Cl 2 /MeOH =  
20 /1 )  and  su b sequ en t ly  by  pr ep ara t iv e  HPLC ( co n d i t ion  1 ,  0 .05 % aq u eou s  ammo n ia  
so lu t ion /MeCN  =  68 /3 2  to  4 0 /6 0 )  to  a f ford  59  (3 3  mg ,  13 %)  a s  a  wh i t e  so l id .  1 H NMR  
(4 0 0  MHz,  DMSO -d 6 )  δ  4 .5 9  ( s ,  2 H) ,  5 .0 1  ( s ,  2 H) ,  5 .14  ( s ,  2 H) ,  5 .7 5  ( s ,  1 H) ,  6 .8 7– 6 .9 8  
(m ,  2 H) ,  7 .0 1– 7 .0 8  (m ,  1 H) ,  7 .2 5– 7 .3 5  (m ,  6 H) ,  7 .3 8 –7 .48  (m,  1 H) ,  7 .68  ( s ,  1 H) ,  7 .8 2–
7 .9 1  (m ,  1 H) ,  8 .50 – 8 .5 9  (m ,  1 H) ,  8 .64 – 8 .7 1  (m ,  1 H) ,  9 .9 9  (b r s ,  1 H) .  1 3 C NM R (7 5  MHz,  
DMSO-d 6 )  δ  pp m 4 7 .4 ,  5 0 .8 ,  6 7 .5 ,  9 6 .8 ,  1 0 2 .3 ,  11 2 .5 ,  1 1 2 .7 ,  1 18 .4 ,  1 24 . 1 ,  1 27 . 9 ,  12 8 .0  
(2 C) ,  1 2 9 .0  (2 C) ,  1 29 .8 ,  13 3 .0 ,  1 35 .2 ,  13 6 .2 ,  1 38 . 2 ,  14 3 .8 ,  1 48 .3 ,  14 9 .6 ,  1 49 . 7 ,  15 2 .4 ,  
15 8 .7 ,  1 61 .9 .  MS m / z  43 9  (M +  H) + .  Ana l .  Calcd  fo r  C 2 6 H 2 2 N 4 O 3 · 1 .5 H 2 O:  C,  6 7 .0 8 ;  H ,  
5 .4 1 ;  N,  12 . 04 .  Fo un d :  C ,  6 7 .22 ;  H ,  5 .3 0 ;  N ,  1 2 . 0 8 .   
6-Benzy l -3 - (3 - (1 ,3 - th ia zo l -5 -y lm etho xy )pheny l ) -4 ,6 -d ihy dro py r id o[4 ,3 -d ]py r im id ine -
2 ,7 (1 H , 3H ) -d io ne  (6 0 ) .  To  a  so lu t io n  o f  9 7  (8 2  mg ,  0 .2 4  mmo l )  and  98 c  (6 0  mg ,  0 .35  
mmo l )  in  NMP (3  mL)  was  add ed  K 2 CO 3  ( 14 7  mg ,  1 .0 6  mmo l )  an d  KI  (5 .9  mg ,  0 .0 36  
mmo l )  a t  r o om temp era tu r e .  The  mix tu re  was  s t i r r ed  a t  r o o m temp era tur e  o v ern igh t ,  




l ay er  was  sep a ra t ed ,  wash ed  wi th  wa te r  an d  b r i n e ,  d r i ed  o v er  Na 2 SO 4 ,  and  con cen t r a t ed .  
Th e  r e s id u e  was  pu r i f i ed  b y  s i l i ca  g e l  co lu mn  ch ro ma to graph y  (E tOAc/MeOH =  1 00 /0  to  
88 /1 2)  an d  sub seq u en t l y  b y  pr ep a ra t iv e  HPLC  (co n d i t ion  3 ,  0 .1 % TFA in  wa te r / 0 .1 % TFA  
in  MeCN =  80 /2 0  to  0 / 10 0 )  to  g iv e  6 0  ( 2 8  mg ,  27 %)  a s  a  wh i t e  s o l id .  1 H NMR δ  (3 0 0  
MHz,  DMSO-d 6 )  4 .5 9  ( s ,  2 H) ,  5 .0 1  ( s ,  2 H) ,  5 .39  ( s ,  2 H) ,  5 .75  ( s ,  1 H) ,  6 .8 8– 6 .9 8  (m ,  2 H) ,  
7 .0 4  ( s ,  1 H) ,  7 .23 –7 .3 8  (m ,  6 H) ,  7 .6 8  ( s ,  1 H) ,  8 .0 1  ( s ,  1 H) ,  9 .12  ( s ,  1 H) ,  10 .0 0  ( s ,  1 H) .  
1 3 C NMR (1 5 1  MHz,  DMSO -d 6 )  δ  4 6 . 8 ,  5 0 .3 ,  61 . 7 ,  96 .2 ,  1 01 . 8 ,  1 12 . 1 ,  11 2 .3 ,  11 8 .1 ,  12 7 .3 ,  
12 7 .5  (2 C) ,  1 2 8 .4  (2 C ) ,  1 29 .2 ,  1 33 .8 ,  1 3 4 . 7 ,  13 7 .6 ,  14 2 .9 ,  14 3 . 2 ,  14 7 .7 ,  15 1 .8 ,  15 5 .2 ,  
15 7 .6 ,  1 61 .3 .  MS m / z  44 5  (M +  H) + .  Ana l .  C alcd  fo r  C 2 4 H 2 0 N 4 O 3 S · 0 .5 H 2 O:  C,  6 3 .5 6 ;  H ,  
4 .6 7 ;  N,  12 .35 .  Fo un d :  C ,  63 .84 ;  H ,  4 .8 9 ;  N ,  1 2 .5 2 .  
6-Benzy l -3 - (2 - (benzy l ox y )pheny l ) -4 ,6 -d ihy d ro py r ido [4 ,3 -d ]py r im i d ine -2 ,7 (1H , 3 H ) -
d io ne  (6 1 ) .  To  a  so lu t ion  o f  4 - amin o -1 -b en zy l -6 -ox o -1 ,6 -d ihy d ro py r id in e -3- ca rb a ld ehy d e  
93 b  ( 10 0  mg ,  0 .43 8  mmo l ) ,  2 - (b en zy lo xy )an i l ine  9 5 c  ( 0 .0 85  m L,  0 .48 1  mmo l ) ,  an d  
Sn Cl 2 ·2 H 2 O (20  mg ,  0 .0 8 9  mmo l )  in  MeOH (10  m L)  was  add ed  po lyme th y lh y dro s i lo x an e  
(8 1  µ L)  a t  r o om temp era tur e .  Th e  mix ture  was  s t i r r ed  a t  r oo m temp era tur e  fo r  3  d ,  d i lu t ed  
wi th  E tOAc ,  p ass ed  sh or t  co lu mn  (Na 2 SO 4  an d  s i l i ca  g e l ,  E tOAc) ,  and  co n cen t r a t ed .  Th e  
r e s idu e  was  p u r i f i ed  by  s i l i ca  g e l  co lu mn  chro ma to g rap hy  (E tOAc/MeOH =  10 0 /0  to  
88 /1 2)  to  g iv e  4 - amin o-1 -b en zy l -5 - ( ( (2 - (b en zy lo x y)ph en y l) amino )me thy l )py r id in -2(1 H ) -
on e  (5 5  mg ,  3 1 %)  a s  a  co lo r l e ss  o i l .  1 H NMR (3 0 0  MHz,  DMSO -d 6 )  δ  4 . 03  (d ,  J  =  6 .7  Hz ,  
2 H) ,  4 .8 9  ( s ,  2 H) ,  5 .1 0  ( s ,  2 H) ,  5 .3 2  ( s ,  1 H) ,  5 .3 8  ( t ,  J  =  5 .8  Hz ,  1 H) ,  6 .11  ( s ,  2 H) ,  6 .4 5 –
6 .5 4  (m ,  1 H) ,6 .6 0  ( s ,  1 H) ,  6 .65 – 6 .7 3  (m ,  1 H) ,  6 .8 6  (d ,  J  =  8 .1  Hz ,  1 H) ,  7 .13 –7 .20  (m ,  2 H) ,  
7 .2 2– 7 .4 0  (m ,  6 H) ,  7 .4 7  (d ,  J  =  9 .9  Hz ,  3 H) .  MS m / z  4 12  (M+H) + .  
To  4 - amin o-1 -b en zy l -5 - ( ( (2 - (b en zy lo x y)ph en y l ) amin o )me th y l )p yr id in -2 (1 H ) -on e  (5 2  mg ,  
0 .1 3  mmo l)  and  CDI  (1 02  mg ,  0 .6 3  mmo l)  in  THF (10  m L )  was  add ed  DBU (9 5  μ L,  0 .6 3  
mmo l )  a t  r o om temp era tur e .  Th e  mix tu re  was  s t i r r ed  a t  r o om temp era t ur e  fo r  4  h ,  d i lu t ed  
wi th  E tOAc ,  ac id i f i ed  wi th  5 % c i t r i c  ac id ,  an d  ex t r ac t ed  wi th  E tOAc .  Th e  o rg an ic  l ay er  
was  sep a ra t ed ,  wash ed  wi th  wa te r  an d  b r in e ,  d r i ed  ov e r  Na 2 SO 4 ,  an d  con cen t r a t ed .  Th e  
r e s idu a l  so l id  was  su sp end ed  in  E tOAc ,  co l l ec t ed  b y  f i l t r a t io n ,  wash ed  wi th  E tOAc  and  
dr i ed  to  g iv e  61  (4 5  mg ,  81 %)  a s  a  wh i t e  so l id .  1 H NMR (3 00  MHz,  DMSO -d 6 )  δ  4 .45  (2 H,  




Hz) ,  7 .2 1 –7 .41  (1 2 H,  m) ,7 .6 4  (1 H,  s ) ,  9 .91  (1 H,  s ) .  1 3 C NMR (1 5 1  MH z,  DMSO -d 6 )  δ  pp m 
47 . 2 ,  50 .3 ,  6 9 . 4 ,  9 6 .2 ,  10 1 .7 ,  1 1 3 . 7 ,  1 20 .8 ,  1 2 6 .9  (2 C)1 27 . 3 ,  12 7 .4  (2 C) ,  1 2 7 . 6 ,  1 28 .2  
(2 C) ,  12 8 .4  (2 C) ,  1 28 .5 ,  1 29 .0 ,  1 30 . 7 ,  13 4 .6 ,  1 36 .9 ,  13 7 .6 ,  14 8 .2 ,  1 5 1 .7 ,  15 3 .9 ,  1 6 1 .3 .MS 
m / z  4 38  (M+H) + .  An a l .  Calcd  fo r  C 2 7 H 2 3 N 3 O 3 ·0 .2 H 2 O:  C,  7 3 .5 2 ;  H ,  5 .3 5 ;  N,  9 .5 3 .  Fo u nd :  
C ,  73 .64 ;  H ,  5 .2 8 ;  N ,  9 .5 3 .  
Methy l  (3 S ,3 'R , 5 'S ) -5 ' - i so buty l -2 -o x o-1 ' - (py r id in -2 - y lca rbo ny l ) -1 ,2 -
d ihy dro sp iro [ indo le -3 ,2 ' -py rro l id ine ] -3 ' - ca rbo xy la te  ( 62 a )  a nd  methy l  (3 R , 3 'S , 5 'R ) -
5 ' - i so buty l -2 -o xo -1 ' - (p y r id in -2-y lca rbo ny l ) -1 ,2 -d ihy dro sp iro [ indo le -3 ,2 ' -py rro l id ine ] -
3 ' - ca rbox y late  ( 6 2 b) .  Racemate  5 0  ( 1 20  mg)  was  sep a ra t ed  by  HPLC (YMC K -p rep  
sy s t em,  CHIRAL CEL OD (Da ice l )  50  mm  I .D .  × 50 0 mm,  2 0  μ m,  h ex an e /E tOH =  1 /1  (v /v) ,  
f lo w r a t e  o f  6 0  mL/min . )  t o  g iv e  62 a  (5 9  mg ,  49 %,  >  99 .9 %ee ,  r e t en t ion  t ime  9 .2  min)  a s  
a  wh i t e  so l id  an d  6 2 b  (6 0  mg ,  50 %,  9 9 .9 %ee ,  r e t en t io n  t ime  1 6 .2  min)  a s  a  wh i t e  so l id .  
62 a :  m.p.  22 3 –2 25  °C.  1 H NMR (30 0  MHz,  CD Cl 3 )  δ  0 . 74  (d ,  J  =  6 .5  Hz ,  3 H) ,  0 .79  (d ,  J  =  
6 .6  Hz ,  3 H) ,  0 .92 –1 .08  (m ,  1 H) ,  1 .3 5 – 1 .5 0  (m ,  1 H) ,  1 .5 5 – 1 .6 4  (m ,  1 H) ,  2 .36 –2 .53  (m ,  1 H) ,  
2 .6 1– 2 .7 6  (m ,  1 H) ,  3 .2 8  ( s ,  3 H) ,  3 . 6 9  (d d ,  J  =  12 .7 ,  7 .5  Hz ,  1 H) ,  5 .1 8 – 5 .3 8  (m ,  1 H) ,  6 .87  
(d ,  J  =  7 .7  Hz ,  1 H) ,  6 .98 –7 .06  (m ,  1 H) ,  7 .1 6 – 7 .2 5  (m ,  2 H) ,  7 .32 –7 .4 0  (m ,  1 H) ,  7 .67  (d ,  J  
=  7 .5  Hz ,  2 H) ,  7 .7 1 – 7 .80  (m ,  1 H) ,  8 .61  (d ,  J  =  4 .8  Hz ,  1 H) .  1 3 C NM R (1 51  MHz,  CDCl 3 )  δ  
21 .0 ,  2 4 .2 ,  2 5 .6 ,  33 .9 ,  47 .5 ,  5 1 .2 ,  5 1 .8 ,  57 .8 ,  7 1 .0 ,  10 9 .7 ,  12 2 .4 ,  1 23 .9 ,  1 24 .6 ,  1 25 .3 ,  
12 7 .1 ,  1 2 9 .5 ,  1 36 .9 ,  14 1 .4 ,  1 48 .1 ,  15 3 .2 ,  1 6 5 .5 ,  16 9 .5 ,  1 7 5 .7 .  MS m / z  40 8  (M  +  H) + .  An a l .  
Calcd  for  C 2 3 H 2 5 N 3 O 4 :  C ,  6 7 .8 0 ;  H ,  6 .1 8 ;  N,  10 .31 .  Fo un d :  C ,  67 .88 ;  H ,  6 .43 ;  N ,  1 0 .0 6 .  
[ ] D 2 5  =  +42 .4 °  ( c  =  0 .5 ,  MeOH) .  62 b:  m .p .  22 3– 2 25  °C.  M S m / z  4 08  (M  +  H) + .  An a l .  
Calcd  fo r  C 2 3 H 2 5 N 3 O 4 · 0 .2 H 2 O:  C,  67 .20 ;  H ,  6 .2 3 ;  N ,  1 0 .2 2 .  Fo un d :  C ,  67 .38 ;  H ,  6 .46 ;  N ,  
10 .02 .  [ ] D 2 5  = −4 1 .6 °  ( c  =  0 .5 ,  MeOH).  
An a ly t i ca l  HPLC co n d i t io n  fo r  d e te rmin a t io n  o f  %ee  v a lu es  o f  6 2a  and  6 2 b ,  Wa te r s  
sy s t em,  CHIRALCEL OD -H (Da ice l )  4 .6  mm  I .D .  × 2 5 0mm,  5  μ m,  h ex an e /E tOH = 1 /1  
(v /v ) ,  f l o w r a t e  o f  0 .5  mL/min .  Ab so lu te  s t e r eo ch emis t ry  was  d e te rmin ed  b y  X -ray  c ry s t a l  
s t r u c tu r e  an a ly s i s  (X - r ay  c ry s t a l  s t r u c tu r e  o f  6 2 b  i s  ava i l ab le ,  CCD C 15 39 9 61 ) .  
(+) -Methy l  (3 S* ,3 'S* , 5 'S* ) -5 ' - i so buty l -2 -o x o-1 ' - (py r id in -2 - y lca rb o ny l) -1 ,2 -
d ihy dro sp iro [ indo le -3 ,2 ' -py rro l id ine ] -3 ' - ca rbo xy la te  ( 6 3a )  a nd  (−) -Meth y l  




3 ,2 ' -py rro l id ine ] -3 ' - ca rbox y la te  ( 6 3 b) .  To a  so lu t io n  of  5 0  ( 24 0  mg ,  0 .58 9  mmo l )  in  
MeOH (1 2  mL)  was  ad d ed  NaOMe  (1 59  mg ,  2 .9 5  mmo l )  a t  ro o m temp era tu r e .  Th e  mix tu re  
was  s t i r r ed  a t  50  °C for  5  h  u nd e r  N 2 .  Th e  mix tu re  was  p o ured  in to  sa tu r a t ed  aq u eo u s  
NH 4 Cl  a t  r o om tempera tur e ,  and  ex t r ac t ed  wi th  E tOAc .  Th e  o rg an ic  l ay er  was  sep a ra t ed ,  
wash ed  wi th  wa te r  an d  br in e ,  d r i ed  o v er  Mg SO 4  an d  con cen t r a t ed .  Th e  r e s id u e  was  
pu r i f i ed  b y  NH -s i l i ca  g e l  co lu mn  ch ro ma to g raph y  (E tOAc/MeOH =  1 0 /0  to  8 /2)  to  g iv e  a  
m ix tu re  o f  racemic  pro du c t s .  Th e  mix ture  was  p u r i f i ed  by  ch i ra l  HP LC twice  (1 s t :  YMC 
K-p rep  sy s t em,  CHIRA LCEL OD (Da ice l )  50  mm  I .D .  × 5 0 0mm,  20  μm,  h ex an e /E tOH =  
1 /1  (v /v ) ,  f l o w r a t e  o f  60  mL/min ;  2n d :  YMC K -p rep  sy s t em,  CHIRA LPAK IC (Da ice l )  50  
m m I .D .  × 50 0 mm,  2 0  μm,  h ex an e /E tOH =  1 /4  (v /v) ,  f lo w r a t e  o f  6 0  mL/min . )  t o  g iv e  6 3 a  
(3 5  mg ,  15 %,  9 9 .8 %ee ,  r e t en t io n  t ime  9 .7  min)  a s  a  wh i t e  so l id  an d  6 3 b  (3 4  mg ,  1 4 %,  
97 .8 %ee ,  r e t en t ion  t ime  11 .0  min )  a s  a  wh i t e  so l id .  (Ab so lu te  s t e r eo ch emis t r i e s  o f  63 a  
and  63 b  h av e  n o t  b een  d e termin ed . )  6 3 a:  m .p .  10 0– 1 02  °C.  1 H NM R (3 0 0  MHz,  CD Cl 3 )  δ  
0 . 9 2  (d ,  J  =  6 .4  Hz ,  3 H) ,  0 .9 7  (d ,  J  =  6 .4  Hz,  3 H) ,  1 .6 0 – 1 .7 5  (m ,  2 H) ,  2 .11 –2 .28  (m,  2 H) ,  
2 .8 0  ( td ,  J  =  1 2 .6 ,  7 .5  Hz ,  1 H) ,  3 .52 –3 .66  (m ,  4 H) ,  4 .95 – 5 .0 7  (m ,  1 H) ,  6 .87  (d ,  J  =  7 .6  Hz ,  
1 H) ,  7 .04  ( t ,  J  =  7 .5  Hz ,  1 H) ,  7 .1 8 – 7 .2 5  (m ,  2 H) ,  7 .3 0 – 7 .3 7  (m ,  1 H) ,  7 .46  (b r s ,  1 H) ,  7 .7 3  
( td ,  J  =  7 .7 ,  1 .8  Hz ,  1 H) ,  7 .82  (d ,  J  =  8 .1  Hz ,  1 H) ,  8 .5 6  (d ,  J  =  4 .7  Hz ,  1 H) .  1 3 C NMR  
(1 5 1  MHz,  CDCl 3 )  δ  2 1 .4 ,  24 .1 ,  2 6 .3 ,  31 .4 ,  44 .5 ,  5 2 .0 ,  52 .2 ,  5 8 .5 ,  69 .7 ,  1 0 9 .8 ,  12 2 .0 ,  
12 2 .5 ,  12 5 .0 ,  12 5 .1 ,  1 29 .1 ,  1 30 .2 ,  1 36 .7 ,  1 4 2 .0 ,  1 4 7 .5 ,  1 5 2 .9 ,  1 6 5 .1 ,  1 70 .1 ,  1 75 .8 .  MS 
m / z  40 8  (M +  H) + .  [ ] D 2 5  =  +7 8 .0 °  ( c  =  0 .5 ,  MeOH) .  An a l .  Calcd  fo r  C 2 3 H 2 5 N 3 O 4 ·0 .6 H 2 O:  
C,  6 6 .0 4 ;  H,  6 .3 1 ;  N ,  10 .05 .  Fo un d :  C ,  66 .25 ;  H ,  6 .2 0 ;  N ,  9 .9 5 .  6 3 b:  m.p .  10 0– 1 02  °C.  
MS m / z  4 0 8  (M +  H) + .  [ ] D 2 5  = −7 7 .4 °  ( c  =  0 .5 ,  MeOH).  An a l .  Calcd  fo r  
C 2 3 H 2 5 N 3 O 4 ·1 .2 H 2 O:  C,  6 4 .3 8 ;  H ,  6 .44 ;  N ,  9 .7 9 .  Fo un d :  C ,  64 .46 ;  H ,  6 .2 5 ;  N,  9 .8 2 .  
An a ly t i ca l  HPLC co n d i t ion  for  d e termin a t ion  of  %ee  v a lu es  o f  6 3a  and  63 b ,  Wa te r s  
sy s t em,  CHIRALCEL O D -H (Da ice l )  4 .6  mm  I .D .  ×  2 50 mm,  5  μ m,  h ex ane /E tOH =  1 /1  
(v /v ) ,  f l o w r a t e  o f  0 .5  mL/min .  
(± ) - (3 S , 3 'R , 5 'S ) -5 ' - I so buty l -2 -ox o -1 ' - (py r id in - 2-y lca rbo ny l ) -1 ,2 -d ihy dro sp iro [ indo le -
3 ,2 ' -py rro l id ine ] -3 ' - ca rbox y l i c  a c id  hy dro chlo r ide  (6 4 ) .  A  mix tu re  o f  10 1  ( 2 30  mg ,  
0 .5 11  mmo l )  an d  TFA (3 .1 5  mL,  4 0 .9  mmo l )  was  s t i r r ed  a t  ro o m temp era tu r e  fo r  3  h .  Th e  




ex t r ac ted  wi th  E tOAc – iPrOH.  Th e  o rg an ic  l ay er  was  sep ara t ed ,  was h ed  wi th  b r in e ,  d r i ed  
ov e r  Mg SO 4 ,  an d  co n cen t r a t ed .  Th e  r e s id u e  was  pu r i f i ed  b y  s i l i ca  g e l  co lu mn  
chro ma to g rap hy  (E tOA c/MeOH =  1 /0  to  1 /1 )  to  g iv e  a  wh i t e  so l id  (39 0  mg )  a s  a  c ru d e  
pro du c t .  Th e  c ru d e  (19 0  mg )  was  p ur i f i ed  by  pr ep a ra t iv e  HPLC (co n d i t ion  2 ,  0 .1 % TFA in  
wa te r /0 .1 % TFA in  MeCN =  6 0 /4 0  to  0 /10 0) ,  t r ea t ed  wi th  4  M HCl  in  E tOAc ,  and  
con cen t r a t ed  to  g iv e  6 4  ( 7 4  mg ,  76 %)  a s  a  w h i t e  so l id .  m .p .  1 68 – 1 70  °C .  1 H NM R (3 0 0  
MHz,  DMSO -d 6 )  δ  0 . 5 5– 0 .7 7  (m ,  7 H) ,  1 .31 – 1 .5 9  (m ,  2 H) ,  2 .1 5 –2 .3 4  (m ,  1 H) ,  2 .5 5 –2 .68  
(m ,  1 H) ,  3 .3 8  (d d ,  J  =  13 .1 ,  7 .1  Hz ,  1 H) ,  4 .83 –4 .96  (m ,  1 H) ,  6 .80  (d ,  J  =  7 .5  Hz,  1 H) ,  
6 .8 7– 6 .9 8  (m,  1 H) ,  7 .1 5 – 7 .3 2  (m,  2 H) ,  7 .4 5 –7 .6 0  (m ,  2 H) ,  7 .91  ( td ,  J  =  7 .7 ,  1 .7  Hz ,  1 H) ,  
8 .6 1  (d ,  J  =  4 .1  Hz ,  1 H) ,  10 .54  ( s ,  1 H) .  1 H was  n o t  o b se rved .  1 3 C NMR (1 5 1  MHz,  
DMSO-d 6 )  δ  2 0 .8 ,  2 3 .8 ,  2 4 .9 ,  3 3 .3 ,  46 .6 ,  5 1 .0 ,  5 6 .9 ,  70 .1 ,  1 0 9 .1 ,  12 1 .0 ,  1 23 .6 ,  1 23 .8 ,  
12 5 .4 ,  1 2 7 .5 ,  1 28 .7 ,  1 37 .5 ,  14 3 .0 ,  14 8 .0 ,  1 5 3 .1 ,  1 64 .5 ,  1 69 .9 ,  17 5 .1 .  MS m / z  3 94  (M  + 
H) + .  An a l .  Calcd  fo r  C 2 2 H 2 4 N 3 O 4 Cl ·1 .3 H 2 O:  C ,  5 8 .2 9 ;  H ,  5 .91 ;  N ,  9 .27 .  Fou n d :  C ,  5 8 .3 7 ;  
H ,  6 .06 ;  N ,  9 .2 1 .  
(± ) - (3 S , 3 'R , 5 'S ) -5 ' - I so buty l -2 -ox o -1 ' - (py r id in - 2-y lca rbo ny l ) -1 ,2 -d ihy dro sp iro [ indo le -
3 ,2 ' -py rro l id ine ] -3 ' - ca rbox am ide  ( 65 ) .  A  mi x tu re  o f  10 1  ( 1 .4 8  g ,  3 .2 9  mmo l )  an d  TFA 
(2 0 .3  mL,  2 63  mmo l)  was  s t i r r ed  a t  ro o m temp era tu r e  fo r  4  h .  The  mix tu re  was  
con cen t r a t ed ,  t r ea t ed  wi th  4 M HCl  in  E tOAc ,  and  co n cen t r a t ed  to  g iv e  6 4  ( 1 .4 1  g)  a s  a  
c ru d e  p rod u c t .  A  mix tu re  o f  the  c rud e  64  ( 1 .0 0  g) ,  HOBt ·NH 3  ( 1 .5 9  g ,  10 .5  mmo l) ,  DIPEA 
(1 .82  mL,  1 0 .4  mmo l) ,  and  EDC·HCl  (7 9 9  mg ,  4 .1 7  mmo l )  in  DMF (1 5  mL)  was  s t i r r ed  a t  
ro o m temp era tu r e  ov e rn ig h t .  Th e  mix ture  was  p ou red  in to  wa te r  a t  r oo m temp era tu r e  an d  
ex t r ac t ed  wi th  E tOAc .  Th e  org an ic  l ay e r  was  sep ara t ed ,  wash ed  w i th  wa te r  and  b r in e ,  
d r i ed  o v e r  Mg SO 4 ,  an d  co n cen t r a t ed .  Th e  r e s idu e  was  p ur i f i ed  b y  NH -s i l i ca  g e l  co lu mn 
chro ma to g rap hy  (E tOA c/MeOH = 10 /0  to  9 /1)  to  g iv e  65  ( 6 30  mg ,  7 7 % for  2  s t ep s )  a s  a  
wh i t e  so l id .  m .p .  16 2– 1 64  °C.  1 H NMR (3 0 0  MHz,  CDCl 3 )  δ  0 .6 9  (d ,  J  =  6 .5  Hz,  3 H) ,  0 .7 6  
(d ,  J  =  6 .6  Hz ,  3 H) ,  0 .86 –1 .01  (m ,  1 H) ,  1 .3 6 – 1 .5 1  (m ,  1 H) ,  1 .5 3 – 1 .6 7  (m ,  1 H) ,  2 .5 1 – 2 .6 3  
(m ,  2 H) ,  3 .4 7  (dd ,  J  =  11 .5 ,  8 .3  Hz ,  1 H) ,  5 .1 1 –5 .34  (m ,  2 H) ,  5 .8 8  (b r s ,  1 H) ,  6 .7 8  (d ,  J  =  
7 .7  Hz ,  1 H) ,  6 .9 8 –7 .08  (m,  1 H) ,  7 .19  ( td ,  J  =  7 .7 ,  1 .1  Hz ,  1 H) ,  7 .23 –7 .30  (m ,  1 H) ,  7 .3 7  
(d d d ,  J  =  7 .5 ,  4 .9 ,  1 .2  Hz ,  1 H) ,  7 .64  (d ,  J  =  7 .8  Hz ,  1 H) ,  7 .72 –7 .82  (m ,  1 H) ,  8 .60  (d ,  J  =  




57 .7 ,  7 2 .0 ,  11 0 .5 ,  12 2 .6 ,  1 24 .5 ,  1 24 .8 ,  1 2 5 . 3 ,  12 6 .7 ,  12 9 .4 ,  1 37 .1 ,  14 1 .2 ,  14 8 .2 ,  15 3 .2 ,  
16 5 .6 ,  1 69 .3 ,  17 7 .1 .  MS m / z  3 9 3  (M +  H) + .  An a l .  Calcd  fo r  C 2 2 H 2 4 N 4 O 3 ·0 .9 H 2 O:  C,  6 4 .6 6 ;  
H ,  6 .36 ;  N ,  13 .71 .  Fou n d :  C ,  6 4 .7 2 ;  H ,  6 .5 6 ;  N ,  1 3 .9 5 .  
(± ) - (3 S , 3 'R , 5 'S ) -3 ' - (Hy dro x ym ethy l) -5 ' - i so buty l -1 ' - (py r id in -2 -
y lca rbo ny l ) sp iro [ indo le -3 ,2 ' -py rro l id in] -2(1 H ) -o ne  ( 66 ) .  A  mix tu re  o f  5 0  ( 2 .0 6  g ,  5 .0 6  
mmo l ) ,  CaCl 2  ( 1 .12  g ,  10 .1  mmo l ) ,  an d  NaBH 4  (7 6 5  mg ,  20 .2  mmo l )  in  E tOH (3 0  mL)  was  
s t i r r ed  a t  0  °C  to  ro o m temp era tu r e  fo r  6  h .  Th e  mix ture  was  p ou red  in to  sa tu r a t ed  
aqu eou s  NH 4 Cl  a t  r o o m temp era tur e  and  ex t r ac t ed  wi th  E tOAc .  Th e  org an ic  l ay e r  was  
sep a ra t ed ,  wash ed  wi th  wa te r  an d  br in e ,  d r i ed  ov e r  Na 2 SO 4 ,  an d  co n cen t r a t ed .  The  re s id u e  
was  p ur i f i ed  b y  s i l i ca  g e l  co lu mn ch ro ma tog raph y  (E tOAc/MeOH =  1 0 /0  to  8 /2 )  to  g ive  6 6  
(1 .53  g ,  8 0 %)  a s  a  wh i t e  so l id .  m .p .  2 1 9– 22 0  °C .  1 H NMR (30 0  MHz,  CDCl 3 )  δ  0 .7 1  (d ,  J  
=  6 .4  Hz ,  3 H) ,  0 .7 6  (d ,  J  =  6 .5  Hz ,  3 H) ,  0 .89 – 1 .0 4  (m,  1 H) ,  1 .30 –1 .4 1  (m,  1 H) ,  1 .48 –1 .62  
(m ,  1 H) ,  1 .6 8 –1 .81  (m ,  1 H) ,  2 .0 9  (br s ,  1 H) ,  2 .53 –2 .70  (m ,  1 H) ,  2 .8 9 – 3 .0 6  (m,  1 H) ,  3 .1 7 –
3 .4 4  (m ,  2 H) ,  5 .1 3 –5 .2 7  (m ,  1 H) ,  6 .8 8  (d ,  J  =  7 .7  Hz ,  1 H) ,  6 .96 –7 .0 6  (m ,  1 H) ,  7 .1 3 –7 .25  
(m ,  2 H) ,  7 .3 1 – 7 .4 0  (m ,  1 H) ,  7 .65  (d ,  J  =  7 .8  Hz ,  1 H) ,  7 .69 –7 .78  (m ,  1 H) ,  8 .4 2  ( s ,  1 H) ,  
8 .6 0  (d ,  J  =  4 .5  Hz ,  1 H ) .  1 3 C NM R (75  MHz,  CDCl 3 )  δ  2 1 .0 ,  2 4 .2 ,  2 5 .6 ,  3 5 .6 ,  47 .5 ,  4 9 .7 ,  
58 .2 ,  6 1 .6 ,  7 2 .0 ,  1 10 .7 ,  1 2 2 .0 ,  12 3 .9 ,  1 24 .5 ,  12 5 .1 ,  1 27 .5 ,  12 9 .2 ,  1 36 .9 ,  1 4 1 .5 ,  14 8 .1 ,  
15 3 .4 ,  1 65 .6 ,  17 7 .4 .  MS m / z  3 8 0  (M +  H) + .  An a l .  Calcd  fo r  C 2 2 H 2 5 N 3 O 3 ·0 .6 H 2 O:  C,  6 7 .7 1 ;  
H ,  6 .7 7 ;  N ,  1 0 .7 7 .  Fo u nd :  C ,  6 7 .9 0 ;  H ,  6 .9 3 ;  N ,  10 .90 .  X - r ay  c ry s t a l  s t r u c tur e  o f  6 6  i s  
ava i l ab le ,  CCD C 1 53 99 62 .  
(± ) - (3 S , 3 'R , 5 'S ) -3 ' - (F luo ro m ethy l ) -5 ' - i so but y l -1 ' - (py r id in -2 -y lca rbo ny l ) sp iro [ indo le -
3 ,2 ' -py rro l id in] -2 (1 H ) -o ne  ( 6 7) .  To  a  so lu t ion  o f  6 6  (1 50  mg ,  0 .3 95  mmo l )  in  THF (4  
mL)  was  add ed  b i s (2 -me tho x ye th y l ) amin o su l fu r  t r i f luo r id e  (0 .2 43  mL,  1 .19  mmo l )  a t  0  °C  
un d er  N 2 .  Th e  m ix ture  was  s t i r r ed  a t  0  °C  to  roo m temp era tu r e  o v e rn ig h t .  The  r eac t io n  
mix tu re  was  po u red  in to  wa te r  a t  ro o m temp era tur e  and  ex t r ac t ed  wi th  E tOAc .  Th e  
org an ic  l ay er  was  sep a ra t ed ,  wash ed  wi th  wa te r  an d  br in e ,  d r i ed  ov e r  Na 2 SO 4 ,  an d  
con cen t r a t ed .  Th e  r e s id u e  was  p u r i f i ed  by  s i l i ca  g e l  co lu mn  ch ro ma to grap hy  
(h ex an e /E tOAc  =  9 5 /5  to  2 0 /80 )  and  NH -s i l i c a  ge l  co lu mn  ch ro ma to graph y  (E tOAc/MeOH 
=  10 /0  to  9 /1)  to  g iv e  67  (3 3  mg ,  22 %)  a s  a  wh i t e  so l id .  m .p .  2 21 – 22 3  °C .  1 H NMR (3 0 0  




1 .3 2– 1 .4 4  (m ,  1 H) ,  1 .4 9 – 1 .6 6  (m ,  1 H) ,  1 .79 – 1 .9 3  (m,  1 H) ,  2 .54 –2 .7 6  (m,  1 H) ,  3 .09 –3 .38  
(m ,  1 H) ,  3 .9 2 – 4 .3 0  (m ,  2 H) ,  5 .20 – 5 .4 2  (m ,  1 H) ,  6 .8 9  (d ,  J  =  7 .8  Hz ,  1 H) ,  6 .9 9 –7 .07  (m,  
1 H) ,  7 .1 4– 7 .29  (m,  2 H) ,  7 .31 – 7 .3 9  (m ,  1 H) ,  7 .65 –7 .81  (m ,  2 H) ,  7 .9 0  (b r s ,  1 H) ,  8 .6 1  (d ,  J  
=  4 .6  Hz ,  1 H) .  1 3 C N M R (7 5  MHz,  CDCl 3 )  δ  2 1 .0 ,  24 .2 ,  2 5 .7 ,  34 .7  (d ,  J C – F  =  6 .1  Hz ,  1 C) ,  
46 .9  (d ,  J C – F  =  2 0 .4  Hz ,  1 C) ,  4 7 .5 ,  5 8 .2 ,  7 1 .5  (d ,  J C – F  =  3 .9  Hz ,  1 C) ,  82 .0  (d ,  J C – F  =  1 68 .9  
Hz ,  1 C) ,  11 0 .5 ,  1 22 .2 ,  12 4 .0 ,  1 24 .6 ,  12 5 .2 ,  1 26 .9 ,  1 2 9 .4 ,  13 6 .9 ,  14 1 .3 ,  1 48 .1 ,  1 5 3 .2 ,  
16 5 .5 ,  1 76 .4 .  MS m / z  38 2  (M +  H) + .  Ana l .  C alcd  fo r  C 2 2 H 2 4 F N 3 O 2 · 0 .2 H 2 O:  C,  6 8 .6 2 ;  H ,  
6 .3 9 ;  N,  10 .91 .  Fo un d :  C ,  68 .66 ;  H ,  6 .3 5 ;  N ,  1 0 .6 2 .  
(± ) - (3 S , 3 'R , 5 'S ) -3 ' - (Chlo rom ethy l ) -5 ' - i so but y l -1 ' - (py r id in -2 -y lca rbo ny l ) sp iro [ indo le -
3 ,2 ' -py rro l id in] -2 (1 H ) -o ne  ( 6 8) .  To  a  so lu t io n  o f  66  ( 40  mg,  0 .11  mmo l )  in  THF (2  mL)  
were  ad d ed  E t 3 N (0 .14 7  mL,  1 .05  mmo l )  an d  me th an esu l fo ny l  ch lo r id e  (0 .0 41  mL,  0 .5 3  
mmo l )  a t  0  °C .  Th e  mix tu re  was  s t i r r ed  a t  0  °C  fo r  0 .5  h .  The  mix ture  was  po u red  in to  
wa te r  a t  r oo m temp era tur e  and  ex t rac t ed  wi th  E tOAc .  Th e  o rg an ic  l ay er  was  sep a ra t ed ,  
wash ed  wi th  wa te r  an d  br in e ,  d r i ed  ov e r  N a 2 SO 4 ,  an d  con cen t r a t ed .  Th e  r e s id u e  was  
d i s so lv ed  in  DMF (2  mL) .  To  th e  so lu t ion  was  ad d ed  l i t h iu m ch lor id e  (44 .7  mg ,  1 .0 5  
mmo l )  a t  r oo m temp era tur e  an d  th e  mix ture  was  s t i r r ed  a t  1 00  °C fo r  7  h .  Th e  r eac t io n  
mix tu re  was  p ou red  in t o  sa tu r a t ed  aqu eo u s  NH 4 Cl  a t  r o o m temp era tur e ,  an d  ex t r ac t ed  wi th  
E tOAc .  Th e  o rg an ic  l ay e r  w as  sep a ra t ed ,  wash ed  wi th  wa te r  an d  br in e ,  d r i ed  ov e r  Na 2 SO 4 ,  
and  co n cen t r a t ed .  Th e  r e s id u e  was  pu r i f i ed  by  s i l i ca  g e l  co lumn ch ro ma tog raph y  
(h ex an e /E tOAc  =  9 5 /5  to  20 /8 0)  to  g ive  68  (1 8  mg ,  4 3 %)  a s  a  wh i t e  so l id .  m .p .  1 64 –
16 6  °C.  1 H NMR (3 00  MHz,  CDCl 3 )  δ  0 . 7 5  (d ,  J  =  6 .5  Hz ,  3 H) ,  0 .79  (d ,  J  =  6 .7  Hz ,  3 H) ,  
0 .9 6– 1 .1 3  (m ,  1 H) ,  1 .2 8 – 1 .4 4  (m ,  1 H) ,  1 .50 – 1 .6 3  (m,  1 H) ,  1 .75 –1 .9 1  (m,  1 H) ,  2 .75 –2 .90  
(m ,  1 H) ,  2 .9 7 – 3 .2 1  (m ,  3 H) ,  5 .20 – 5 .3 6  (m ,  1 H) ,  6 .9 0  (d ,  J  =  7 .8  Hz ,  1 H) ,  7 .0 1 –7 .09  (m,  
1 H) ,  7 .1 9  (d ,  J  =  7 .3  Hz ,  1 H) ,  7 .2 7 –7 .41  (m,  2 H) ,  7 .6 5 –7 .86  (m ,  3 H) ,  8 .61  (d ,  J  =  4 .6  Hz ,  
1 H) .  1 3 C NMR (7 5  MHz,  CD Cl 3 )  δ  2 1 .0 ,  2 4 .2 ,  2 5 .6 ,  3 7 .6 ,  4 2 .9 ,  4 7 .5 ,  48 .8 ,  58 .1 ,  7 2 .1 ,  
11 0 .6 ,  1 2 2 .4 ,  1 24 .0 ,  12 4 .5 ,  1 25 .3 ,  12 6 .7 ,  1 2 9 .5 ,  13 6 .9 ,  1 4 1 .1 ,  1 48 .2 ,  1 53 .2 ,1 6 5 .6 ,  1 76 .2 .  
MS m / z  39 8  (M +  H) + .  An a l .  Calcd  fo r  C 2 2 H 2 4 ClN 3 O 2 :  C ,  6 6 .4 1 ;  H ,  6 .0 8 ;  N,  10 .56 .  Fo u nd :  
C ,  66 .15 ;  H ,  6 .1 2 ;  N ,  1 0 .5 0 .  
(± ) - (3 S , 3 'R , 5 'S ) -5 ' - I so buty l -3 ' -methy l -1 ' - (py r id in -2 -y lca rbo ny l ) sp iro[ indo le -3 ,2 ' -




were  ad d ed  E t 3 N (0 .16 5  mL,  1 .19  mmo l )  an d  me th an esu l fo ny l  ch lo r id e  (0 .0 67  mL,  0 .8 7  
mmo l )  a t  0  °C .  Th e  m ix tu re  was  s t i r r ed  a t  0  °C  fo r  1  h .  Th e  mix t ure  was  p o u red  in to  
wa te r  a t  r oo m temp era tur e  and  ex t rac t ed  wi th  E tOAc .  Th e  o rg an ic  l ay er  was  sep a ra t ed ,  
wash ed  wi th  wa te r  an d  br in e ,  d r i ed  ov e r  N a 2 SO 4 ,  an d  con cen t r a t ed .  Th e  r e s id u e  was  
d i s so lv ed  in  DMF (4  mL) .  To  th e  so lu t ion  was  ad d ed  l i t h ium iod id e  (26 5  mg ,  1 .9 8  mmo l)  
a t  r oo m temp era tu r e ,  and  th e  mix tu re  was  s t i r r ed  a t  10 0  °C for  8  h .  Th e  mix t u re  was  
po u red  in to  wa te r  a t  r o om temp era tur e  an d  ex t r ac t ed  wi th  E tOAc .  Th e  org an ic  l ay er  was  
sep a ra t ed ,  wash ed  wi th  wa te r  an d  br in e ,  d r i ed  ov e r  Na 2 SO 4 ,  an d  co n cen t r a t ed .  The  re s id u e  
was  p u r i f i ed  b y  s i l i ca  g e l  co lu mn  ch ro ma to graph y  (h ex an e /E tOAc  =  1 0 /0  to  2 /8 )  to  g iv e  
(± ) - (3 S ,3 'R , 5 'S ) -3 ' - ( io d ometh y l ) -5 ' - i so b u ty l -1 ' - ( p yr id in -2 -y lca rbo n y l) sp i ro [ ind o le -3 ,2 ' -
py r ro l id in] -2 (1 H ) -o n e  (19 3  mg ,  q u an t .  f o r  2  s t ep s )  a s  a  p a le  y e l lo w s o l id .  MS m / z  4 9 0  (M 
+  H) + .  
A  mix tu re  o f  (± ) - (3 S , 3 'R , 5 'S ) - 3 ' - ( iod o meth y l ) -5 ' - i s ob u ty l -1 ' - ( p yr id in -2 -
y lcarb on y l ) sp i ro [ in d o le -3 ,2 ' - p yr ro l id in ] -2 (1 H ) -o n e  (1 93  mg,  0 .3 9 4  mmo l ) ,  p a l l ad ium o n  
ca rb on  e thy len ed iamin e  co mp lex  (Pd  3 .5 –6 .5 %,  1 0 1  mg) ,  and  sau t r a t ed  aqu eo u s  NaHCO 3  
(1  mL)  in  MeOH (5  mL)  an d  THF (1  mL)  was  hy d ro g ena ted  un d er  b a l lo on  p r e ssu re  a t  
ro o m temp era tur e  o v e rn ig h t .  Th e  ca ta ly s t  was  r emov ed  by  f i l t ra t io n  an d  the  f i l t ra t e  was  
con cen t r a t ed .  Th e  r e s i du e  was  was  pu r i f i ed  b y  NH-s i l i ca  g e l  co lumn  ch roma to graph y  
(h ex an e /E tOAc  =  9 5 /5  to  20 /8 0)  to  g ive  69  (7 8  mg ,  5 4 %)  a s  a  wh i t e  so l id .  m .p .  2 20 –
22 2  °C.  1 H NMR (3 00  MHz,  CDCl 3 )  δ  0 . 6 7  (d ,  J  =  6 .7  Hz ,  3 H) ,  0 .73  (d ,  J  =  6 .5  Hz ,  3 H) ,  
0 .7 7  (d ,  J  =  6 .6  Hz ,  3 H ) ,  0 .9 3 –1 .08  (m,  1 H) ,  1 .2 3 –1 .43  (m,  1 H) ,  1 .4 6 –1 .64  (m,  1 H) ,  1 .6 5 –
1 .7 9  (m ,  1 H) ,  2 .5 5  (d t ,  J  =  1 2 .7 ,  6 .4  Hz,  1 H) ,  2 .6 8– 2 .8 9  (m,  1 H) ,  5 .1 1 – 5 .2 8  (m,  1 H) ,  6 .8 8  
(d ,  J  =  7 .7  Hz ,  1 H) ,  6 .9 8 – 7 .0 6  (m ,  1 H) ,  7 .1 6  (d ,  J  =  7 .3  Hz ,  1 H) ,  7 .23  (d ,  J  =  7 .8  Hz ,  1 H) ,  
7 .3 0– 7 .3 8  (m ,  1 H) ,  7 .5 9 – 7 .7 9  (m ,  2 H) ,  7 .9 2  ( s ,  1 H) ,  8 .61  (d ,  J  =  4 .8  Hz ,  1 H) .  1 3 C NMR  
(7 5  MHz,  CDCl 3 )  δ  1 2 .8 ,  2 1 .0 ,  24 .3 ,  25 .7 ,  40 .5 ,  41 .8 ,  4 7 .4 ,  5 8 .5 ,  7 3 .7 ,  11 0 .1 ,  12 2 .1 ,  
12 3 .9 ,  12 4 .5 ,  1 25 .0 ,  1 28 .2 ,  1 28 .8 ,  1 3 6 .8 ,  14 1 .0 ,  14 8 .1 ,  15 3 .6 ,  1 65 .6 ,  1 77 .1 .  MS m / z  3 6 4  
(M +  H) + .  Ana l .  Calcd  fo r  C 2 2 H 2 5 N 3 O 2 ·0 .1 H 2 O:  C,  7 2 .3 4 ;  H ,  6 .9 5 ;  N ,  11 .50 .  Fo un d :  C ,  
72 .30 ;  H ,  7 .16 ;  N ,  11 .4 2 .  X - r ay  c ry s t a l  s t r u c tu r e  o f  6 9  i s  av a i l ab le ,  CCDC 1 5 39 9 63 .  
(± ) -Methy l  (3 S , 3 'R , 5 'S ) -5 ' - i so buty l -1 -m ethy l -2 -o x o-1 ' - (py r id i n -2- y lca rbo ny l ) -1 ,2 -




f ro m 1 00 b  i n  a  s im i l a r  man n er  to  th a t  d esc r ib ed  fo r  th e  sy n thes i s  o f  comp ou n d 5 0  and  
ob ta in ed  in  6 9 % y ie ld  a s  a  wh i t e  so l id .  m.p .  20 3– 2 05  °C.  1 H NMR (3 0 0  MHz,  CDCl 3 )  δ  
0 . 7 3  (d ,  J  =  6 .5  Hz ,  3 H) ,  0 .7 9  (d ,  J  =  6 .6  Hz,  3 H) ,  0 .9 0 – 1 .0 6  (m ,  1 H) ,  1 .34 –1 .50  (m,  1 H) ,  
1 .5 6– 1 .6 5  (m,  1 H) ,  2 .3 5 – 2 .5 3  (m,  1 H) ,  2 .6 2 –2 .7 5  (m ,  1 H) ,  3 .23  ( s ,  3 H) ,  3 .3 3  ( s ,  3 H) ,  3 .69  
(d d ,  J  =  1 2 .7 ,  7 .4  Hz,  1 H) ,  5 .1 7 – 5 .4 0  (m ,  1 H) ,  6 .8 7  (d ,  J  =  7 .8  Hz ,  1 H) ,  7 .0 3  ( t ,  J  =  7 .5  
Hz ,  1 H) ,  7 .2 1  (d ,  J  =  6 .8  Hz ,  1 H) ,  7 .2 9 – 7 .3 8  (m ,  2 H) ,  7 .64  (d ,  J  =  7 .8  Hz ,  1 H) ,  7 .6 9 – 7 .7 7  
(m ,  1 H) ,  8 .6 0  (d ,  J  =  4 .9  Hz ,  1 H) .  1 3 C NMR  (75  MHz,  CDCl 3 )  δ  2 0 .9 ,  24 .2 ,  25 .5 ,  2 6 .7 ,  
33 .9 ,  4 7 .5 ,  51 .1 ,  5 1 .8 ,  57 .7 ,  7 0 .8 ,  10 7 .9 ,  12 2 .3 ,  1 23 .4 ,  1 24 .5 ,  1 25 .2 ,  12 6 .7 ,  12 9 .6 ,  13 6 .8 ,  
14 4 .4 ,  1 4 8 .1 ,  1 53 .2 ,  16 5 .5 ,  1 6 9 .5 ,  1 74 .6 .  MS m / z  4 22  (M +  H) + .  An a l .  Calcd  for  
C 2 4 H 2 7 N 3 O 4 :  C ,  68 .39 ;  H ,  6 .46 ;  N ,  9 .9 7 .  Fo un d :  C ,  68 .37 ;  H ,  6 .45 ;  N ,  9 .9 6 .  
 (± ) -Methy l  ( 3 S , 3 'R , 5 'S ) -5 ' - i so buty l -2 -o xo -1 ' - (py r id in - 2 -y lm ethy l ) -1 ,2 -
d ihy dro sp iro [ indo le -3 ,2 ' -py rro l id ine ] -3 ' - ca rbo xy la te  ( 71 ) .  To  a  s o lu t io n  o f  1 00 a  ( 10 0  
mg ,  0 .3 30  mmo l) ,  p yr id in e -2- ca rb a ld ehy d e  (0 .6 2 9  mL,  6 .6 1  mmo l )  and  ace t i c  ac id  (0 .56 8  
mL,  9 .92  mmo l )  in  MeOH (4  mL)  was  ad d ed  NaBH(OAc) 3  ( 2 .1 0  g ,  9 .9 2  mmo l )  a t  0  °C .  
Th e  mix tu re  was  s t i r r ed  a t  0  °C  to  ro o m temp era tu r e  ov e rn ig h t .  Th e  mix tu re  was  po u re d  
in to  wa te r  a t  ro o m temp era tur e  and  ex t r ac t ed  wi th  E tOAc .  Th e  org an ic  l ay e r  was  
sep a ra t ed ,  wash ed  wi th  wa te r  an d  br in e ,  d r i ed  ov e r  Na 2 SO 4 ,  an d  co n cen t r a t ed .  The  re s id u e  
was  p ur i f i ed  by  NH -s i l i ca  g e l  co lu mn  ch ro ma tog raph y  (E tOAc/MeO H =  10 /0  to  8 /2 )  to  
g iv e  7 1  ( 7 4  mg ,  57 %)  a s  a  wh i t e  so l id .  m .p .  20 9– 2 11  °C.  1 H N MR (3 0 0  MHz,  CDCl 3 )  δ  
0 . 8 7  (d ,  J  =  2 .1  Hz ,  3 H) ,  0 .8 9  (d ,  J  =  2 .2  Hz,  3 H) ,  1 .2 4 – 1 .4 2  (m ,  2 H) ,  1 .65 –1 .72  (m,  1 H) ,  
2 .0 9– 2 .2 8  (m ,  1 H) ,  2 .34 –2 .49  (m ,  1 H) ,  3 .1 7  ( s ,  3 H) ,  3 .49  (d d ,  J  =  1 0 .2 ,  8 .0  Hz ,  1 H) ,  
3 .6 1– 3 .7 2  (m ,  1 H) ,  3 .7 5  (d ,  J  =  15 .8  Hz ,  1 H) ,  3 .97  (d ,  J  =  1 5 .6  Hz ,  1 H) ,  6 .6 0  (d ,  J  =  7 .7  
Hz ,  1 H) ,  6 .83  ( td ,  J  =  7 .6 ,  0 .9  Hz ,  1 H) ,  6 .88 – 6 .9 5  (m ,  1 H) ,  7 .02  ( td ,  J  =  7 .7 ,  1 .3  Hz ,  1 H) ,  
7 .0 8  (d ,  J  =  7 .5  Hz ,  1 H) ,  7 .25 –7 .31  (m ,  1 H) ,  7 .3 5 –7 .42  (m ,  1 H) ,  7 .7 4  ( s ,  1 H) ,  8 .2 4  (d d ,  J  
=  5 .0 ,  0 .7  Hz ,  1 H) .  1 3 C  NMR (7 5  MHz,  CD Cl 3 )  δ  21 .9 ,  2 4 .5 ,  2 6 .2 ,  33 .5 ,  4 4 .5 ,  51 .4 ,  5 1 .6 ,  
54 .2 ,  6 1 .9 ,  7 3 .8 ,  1 09 .3 ,  1 2 1 .5 ,  12 2 .2 ,  1 23 .2 ,  12 5 .4 ,  1 28 .8 ,  12 9 .4 ,  1 35 .5 ,  1 4 0 .7 ,  14 7 .9 ,  
16 0 .3 ,  1 72 .0 ,  17 9 .9 .  MS m / z  3 9 4  (M +  H) + .  An a l .  Calcd  fo r  C 2 3 H 2 7 N 3 O 3 ·0 .1 H 2 O:  C,  6 9 .8 9 ;  
H ,  6 .9 4 ;  N ,  1 0 .6 3 .  Fo u nd :  C ,  6 9 .8 0 ;  H ,  6 .8 7 ;  N ,  10 .63 .  X - r ay  c ry s t a l  s t r u c tur e  o f  7 1  i s  




(± ) -Methy l  ( 3 S ,3 'R , 5 'S ) -5 ' -methy l -2 -ox o -1 ' - (py r id in -2- y lca rbo ny l ) -1 ,2 -
d ihy dro sp iro [ indo le -3 ,2 ' -py rro l id ine ] -3 ' - ca rbo xy la te  ( 7 2) .  Co mpo un d  7 2  was  p r ep a red  
f ro m 10 0 c  i n  a  s im i l a r  mann e r  to  th a t  d esc r ib ed  fo r  th e  sy n th es i s  o f  co mpo u nd  5 0  and  
ob ta in ed  in  6 5 % y ie ld  a s  a  wh i t e  so l id .  m.p .  24 1– 2 43  °C.  1 H NMR (3 0 0  MHz,  CDCl 3 )  δ  
1 . 0 7  (d ,  J  =  6 .0  Hz ,  3 H) ,  2 .36 –2 .56  (m ,  1 H) ,  2 .5 6 –2 .73  (m ,  1 H) ,  3 .2 8  ( s ,  3 H) ,  3 .6 7  (d d ,  J  
=  1 2 .9 ,  7 .3  Hz ,  1 H) ,  5 .1 7 –5 .34  (m ,  1 H) ,  6 .8 8  (d ,  J  =  7 .7  Hz,  1 H) ,  6 .97 –7 .06  (m,  1 H) ,  
7 .1 6– 7 .2 9  (m ,  2 H) ,  7 .3 5  (dd d ,  J  =  7 .3 ,  4 .9 ,  1 .4  Hz ,  1 H) ,  7 .6 4 – 7 .7 8  (m ,  3 H) ,  8 .6 1  (d ,  J  =  
4 .8  Hz ,  1 H) .  1 3 C NMR (7 5  MHz,  CDCl 3 )  δ  23 .2 ,  3 5 .5 ,  5 1 .1 ,  5 1 .8 ,  54 .8 ,  7 1 .2 ,  1 09 .8 ,  12 2 .4 ,  
12 3 .7 ,  12 4 .5 ,  1 25 .2 ,  1 27 .1 ,  1 29 .5 ,  1 3 6 .9 ,  1 4 1 .4 ,  14 8 .2 ,  15 3 .0 ,  16 5 .6 ,  1 69 .4 ,  1 7 5 .7 .  MS 
m / z  36 6  (M +  H) + .  An a l .  Calcd  for  C 2 0 H 1 9 N 3 O 4 :  C ,  6 5 .7 4 ;  H ,  5 .2 4 ;  N,  1 1 .5 0 .  Fo un d :  C ,  
65 .69 ;  H ,  5 .26 ;  N ,  11 .5 5 .  X - r ay  c ry s t a l  s t r u c tu r e  o f  7 2  i s  av a i l ab le ,  CCDC 1 5 39 9 58 .  
(± ) -Methy l  (3 S , 3 'R , 5 'R ) -5 ' -benzy l -2 -o xo -1 ' - (py r id in -2- y lca rbo ny l ) -1 ,2 -
d ihy dro sp iro [ indo le -3 ,2 ' -py rro l id ine ] -3 ' - ca rbo xy la te  ( 7 3 ) .  Co mp o un d 73  was  p r ep a red  
f ro m 1 00 d  i n  a  s im i l a r  man n er  to  th a t  d esc r ib ed  fo r  th e  sy n thes i s  o f  comp ou n d 5 0  and  
ob ta in ed  in  5 7 % y ie ld  a s  a  wh i t e  so l id .  m.p .  24 0– 2 42  °C.  1 H NMR (3 0 0  MHz,  CDCl 3 )  δ  
2 . 2 9– 2 .4 3  (m ,  1 H) ,  2 .4 8 – 2 .6 9  (m ,  2 H) ,  2 .87  (dd ,  J  =  1 2 .7 ,  3 .5  Hz ,  1 H) ,  3 .24  ( s ,  3 H) ,  3 .6 2  
(d d ,  J  =  11 .8 ,  7 .7  Hz ,  1 H) ,  5 .46 – 5 .6 4  (m,  1 H) ,  6 .8 7  (d ,  J  =  7 .7  Hz ,  1 H) ,  6 .9 5 –7 .01  (m ,  
2 H) ,  7 .13 –7 .19  (m ,  2 H) ,  7 .2 0 – 7 .3 3  (m ,  4 H) ,  7 .42  (d dd ,  J  =  6 .8 ,  4 .8 ,  2 .0  Hz ,  1 H) ,  7 .70  ( s ,  
1 H) ,  7 .7 4– 7 .8 5  (m ,  2 H) ,  8 .7 6  (d d ,  J  =  4 .7 ,  1 .4  Hz,  1 H) .  1 3 C NMR (7 5  MHz,  DMSO -d 6 )  δ  
32 .7 ,  4 2 .1 ,  5 1 .0 ,  5 1 .9 ,  60 .1 ,  7 1 .3 ,  1 09 .6 ,  12 1 .7 ,  1 2 4 .3 ,  12 4 .6 ,  1 2 6 .4 ,  1 27 .1 ,  1 2 7 .5 ,  1 29 .0  
(2 C) ,  12 9 .5 ,  1 2 9 .6  ( 2 C ) ,  13 7 .5 ,  13 8 .3 ,  1 43 .1 ,  1 4 8 .9 ,  1 53 .6 ,  16 5 .2 ,  1 69 .4 ,  17 5 .6 .  MS m / z  
44 2  (M +  H) + .  An a l .  C alcd  fo r  C 2 6 H 2 3 N 3 O 4 ·0 . 1 H 2 O: C,  70 .45 ;  H ,  5 .2 8 ;  N ,  9 .4 8 .  Fo un d :  C ,  
70 .51 ;  H ,  5 .25 ;  N ,  9 .2 1 .  X - r ay  c ry s t a l  s t r u c tu r e  o f  7 3  i s  av a i l ab le ,  CC DC 1 53 9 95 9 .  
(± ) -Methy l  (3 S , 3 'R , 5 'S ) -4 - f luo ro -5 ' - i so buty l -2 -ox o -1 ' - (py r id in -2- y lca rbo ny l ) -1 ,2 -
d ihy dro sp iro [ indo le -3 ,2 ' -py rro l id ine ] -3 ' - ca rbo xy la t e  ( 7 4) .  Co mpo un d  7 4  was  p r ep a red  
f ro m 10 0 e  i n  a  s im i l a r  mann e r  to  th a t  d esc r ib ed  fo r  th e  sy n th es i s  o f  co mpo u nd  5 0  and  
ob ta in ed  in  1 9 % y ie ld  a s  a  wh i t e  so l id .  m .p .  19 8– 20 0  °C.  1 H NMR (4 0 0  MHz,  DMSO -d 6 )  δ  
0 . 3 1– 1 .0 7  (m,  7 H) ,  1 .2 9 – 1 .5 7  (m,  2 H) ,  2 .3 7 – 2 .4 4  (m ,  1 H) ,  2 .5 9 – 2 .6 8  (m ,  1 H) ,  3 .2 6  ( s ,  
3 H) ,  3 .4 7 –3 .60  (m ,  1 H) ,  4 .7 1 – 4 .9 7  (m,  1 H) ,  6 .50 –6 .89  (m ,  2 H) ,  7 .16 – 7 .3 0  (m ,  1 H) ,  7 .3 7 –




CDCl 3 )  δ  2 0 .9 ,  2 4 .2 ,  2 5 .5 ,  3 4 .1  (d ,  J C – F  =  5 .0  Hz,  1 C) ,  45 .1  (d ,  J C – F  =  2 .8  Hz ,  1 C) ,  5 1 .5 ,  
51 .9 ,  58 .9 ,  70 .7 ,  10 6 .2  (d ,  J C – F  =  2 .8  Hz,  1 C) ,  10 9 .9  (d ,  J C – F  =  2 2 .0  Hz ,  1 C) ,  1 12 .8  (d ,  J  =  
19 .8  Hz ,  1 C) ,  1 24 .3 ,  1 25 .2 ,  13 1 .2  (d ,  J C – F  = 9 .4  Hz,  1 C) ,  13 6 .9 ,  1 4 3 .8  (d ,  J C – F  =  8 .3  Hz,  
1 C) ,  14 8 .3 ,  15 3 .3 ,  1 58 .5  (d ,  J C – F  =2 47 .6  Hz ,  1 C)  16 6 .2 ,  1 69 .5 ,  1 7 5 .7 .  MS m / z  4 2 6  (M  +  
H) + .  Ana l .  Calcd  fo r  C 2 3 H 2 4 FN 3 O 4 ·1 .1 H 2 O:  C,  62 .04 ;  H ,  5 .93 ;  N ,  9 .4 4 .  Fo un d :  C ,  6 2 .3 2 ;  H ,  
5 .9 5 ;  N,  9 .4 8 .  
(± ) -Methy l  (3 S , 3 'R , 5 'S ) -5 - f luo ro -5 ' - i so buty l -2 -ox o -1 ' - (py r id in -2- y lca rbo ny l ) -1 ,2 -
d ihy dro sp iro [ indo le -3 ,2 ' -py rro l id ine ] -3 ' - ca rbo xy la te  ( 7 5 ) .  Co mp o un d 75  was  p r ep a red  
f ro m 1 0 0f  i n  a  s im i l a r  man n e r  to  th a t  d esc r ib ed  for  th e  sy n th es i s  o f  co mp o un d  5 0  and  
ob ta in ed  in  8 8 % y ie ld  a s  a  wh i t e  so l id .  m.p .  19 1– 1 93  °C.  1 H NMR (3 0 0  MHz,  CDCl 3 )  δ  
0 . 7 4  (d ,  J  =  6 .5  Hz ,  3 H) ,  0 .8 0  (d ,  J  =  6 .6  Hz,  3 H) ,  0 .9 5 – 1 .0 8  (m ,  1 H) ,  1 .33 –1 .44  (m,  1 H) ,  
1 .5 3– 1 .6 6  (m ,  1 H) ,  2 .2 7 – 2 .4 8  (m ,  1 H) ,  2 .6 1 – 2 .8 0  (m ,  1 H) ,  3 .3 2  ( s ,  3 H) ,  3 .69  (d d ,  J  =  1 2 .8 ,  
7 .4  Hz ,  1 H) ,  5 .1 7 – 5 .3 6  (m ,  1 H) ,  6 .8 0  (dd ,  J  =  8 .4 ,  4 .5  Hz ,  1 H) ,  6 .9 0 –6 .99  (m ,  2 H) ,  7 .37  
(d d d ,  J  =  7 .5 ,  4 .8 ,  1 .3  Hz ,  1 H) ,  7 .68  (d ,  J  =  7 .8  Hz ,  1 H) ,  7 .7 4 –7 .80  (m ,  1 H) ,  7 .9 8  ( s ,  1 H) ,  
8 .6 1  (d ,  J  =  4 .8  Hz ,  1 H ) .  1 3 C NM R (75  MHz,  CDCl 3 )  δ  2 0 .9 ,  2 4 .2 ,  2 5 .6 ,  3 3 .9 ,  47 .5 ,  5 1 .2 ,  
51 .9 ,  5 7 .9 ,  7 1 .3 ,  11 0 .4  (d ,  J C – F  = 7 .7  Hz ,  1 C) ,  11 1 .9  (d ,  J C – F  = 25 .3  Hz ,  1 C) ,  11 5 .8  (d ,  J C –
F  = 2 3 .7  Hz ,  1 C) ,  1 24 .5 ,  1 25 .4 ,  12 8 .5  (d ,  J C – F  =  7 .7  Hz ,  1 C) ,  1 3 7 .0 ,  13 7 .6  (d ,  J C – F  = 2 .2  
Hz ,  1 C) ,  14 8 .2 ,  1 52 .9 ,  1 58 .7  (d ,  J C – F  = 24 0 .4  Hz ,  1 C) ,  1 65 .7 ,  1 69 .3 ,  17 5 .9 .  MS m / z  4 2 6  
(M + H) + .  Ana l .  Calcd  fo r  C 2 3 H 2 4 FN 3 O 4 ·0 .6 H 2 O:  C,  63 .32 ;  H ,  5 .8 2 ;  N ,  9 .63 .  Fou n d :  C ,  
63 .53 ;  H ,  5 .73 ;  N ,  9 .3 5 .  
(± ) -Methy l  ( 3 S , 3 'R , 5 'S ) -5 - ch lo ro-5 ' - i so buty l -2 -ox o -1 ' - (py r id in -2- y lca rbo ny l ) -1 ,2 -
d ihy dro sp iro [ indo le -3 ,2 ' -py rro l id ine ] -3 ' - ca rbo xy la te  ( 7 6 ) .  Co mp o un d 76  was  p r ep a red  
f ro m 1 0 0g  i n  a  s im i l a r  man n e r  to  th a t  d esc r ib ed  for  th e  sy n th es i s  o f  co mp o un d  50  and  
ob ta in ed  in  3 5 % y ie ld  a s  a  wh i t e  so l id .  m.p .  24 1– 2 43  °C.  1 H NMR (3 0 0  MHz,  CDCl 3 )  δ  
0 . 7 5  (d ,  J  =  6 .6  Hz,  3 H) ,  0 .8 1  (d ,  J  =  6 .7  Hz ,  3 H) ,  1 .02  (d d d ,  J  =  12 .8 ,  10 .3 ,  2 .9  Hz,  1 H) ,  
1 .3 3– 1 .4 6  (m,  1 H) ,  1 .5 6 – 1 .7 1  (m,  1 H) ,  2 .2 7 – 2 .4 8  (m ,  1 H) ,  2 .6 1 – 2 .8 2  (m ,  1 H) ,  3 .3 4  ( s ,  
3 H) ,  3 .67  (dd ,  J  =  1 2 .8 ,  7 .4  Hz ,  1 H) ,  5 .2 0 – 5 .3 7  (m ,  1 H) ,  6 .8 1  (d ,  J  =  8 .3  Hz ,  1 H) ,  7 .1 3  (d ,  
J  =  2 .0  Hz,  1 H) ,  7 .23  (dd ,  J  =  8 .3 ,  2 .0  Hz ,  1 H) ,  7 .3 7  (d dd ,  J  =  7 .5 ,  4 .8 ,  1 .4  Hz ,  1 H ) ,  7 .6 8  
(d ,  J  =  7 .8  Hz ,  1 H) ,  7 .72 –7 .81  (m ,  2 H) ,  8 .57 – 8 .6 5  (m ,  1 H) .  1 3 C NMR  (75  MHz,  CD Cl 3 )  δ  




12 8 .9 ,  1 2 9 .5 ,  1 37 .0 ,  14 0 .0 ,  1 48 .2 ,  15 2 .9 ,  16 5 .7 ,  16 9 .2 ,  1 7 5 .4 .  MS m / z  44 2  (M  +  H) + .  An a l .  
Calcd  for  C 2 3 H 2 4 F N 3 O 4 ·0 .4 C 4 H 8 O 2 :  C ,  6 1 .9 2 ;  H ,  5 .7 5 ;  N ,  8 .8 1 .  Fo u n d :  C ,  6 1 .8 3 ;  H ,  5 .72 ;  
N ,  8 .87 .  Pu r i ty  10 0 % (HPLC) .  
(± ) -Methy l  (3 S , 3 'R , 5 'S ) -6 - f luo ro -5 ' - i so buty l -2 -ox o -1 ' - (py r id in -2- y lca rbo ny l ) -1 ,2 -
d ihy dro sp iro [ indo le -3 ,2 ' -py rro l id ine ] -3 ' - ca rbo xy la te  ( 7 7) .  Co mpo un d  7 7  was  p r ep a red  
f ro m 1 00 h  i n  a  s im i l a r  man n er  to  th a t  d esc r ib ed  fo r  th e  sy n thes i s  o f  comp ou n d 5 0  and  
ob ta in ed  in  2 8 % y ie ld  a s  a  w h i t e  so l id .  m .p .  20 2– 20 4  °C.  1 H NMR (4 0 0  MHz,  DMSO -d 6 )  δ  
0 . 5 9– 0 .7 2  (m,  7 H) ,  1 .3 5 – 1 .5 4  (m,  2 H) ,  2 .2 3 – 2 .3 3  (m ,  1 H) ,  2 .5 9 – 2 .6 9  (m ,  1 H) ,  3 .2 3  ( s ,  
3 H) ,  3 .4 7 –3 .50  (m ,  1 H) ,  4 .7 7 – 5 .0 4  (m,  1 H) ,  6 .60 –6 .76  (m ,  2 H) ,  7 .20 – 7 .3 0  (m ,  1 H) ,  7 .5 0 –
7 .5 8  (m ,  2 H) ,  7 .8 7 –7 .9 6  (m ,  1 H) ,  8 .6 1  (d ,  J  = 4 .4  Hz ,  1 H) ,  1 0 .7 9  (b r s ,  1 H) .  1 3 C NM R (7 5  
MHz,  CDCl 3 )  δ  2 0 .9 ,  2 4 .2 ,  2 5 .5 ,  33 .8 ,  4 7 .5 ,  5 1 .1 ,  5 1 .9 ,  57 .8 ,  7 0 .6 ,  9 8 .7  (d ,  J C – F  =  2 7 .5  Hz ,  
1 C) ,  10 8 .6  (d ,  J C – F  =  2 3 .1  Hz ,  1 C) ,  1 22 .6  (d ,  J C – F  =3 .3 0  Hz ,  1 C) ,  1 2 4 .5 ,  12 5 .0  (d ,  J C – F  =  
9 .9  Hz ,  1 C) ,  1 2 5 .4 ,  1 3 7 .0 ,  14 3 .2  (d ,  J C – F  =  1 2 .1  Hz ,  1 C) ,  1 4 8 .2 ,  1 5 3 . 0 ,  16 3 .5  (d ,  J C – F  =  
24 6 .5  Hz ,  1 C) ,  16 5 .6 ,  1 6 9 .5 ,  17 6 .2 .  MS m / z  4 26  (M  + H) + .  An a l .  Calcd  fo r  
C 2 3 H 2 4 FN 3 O 4 ·0 .2 H 2 O:  C,  64 .38 ;  H ,  5 .7 3 ;  N ,  9 .7 9 .  Fo u nd :  C ,  6 4 .1 4 ;  H ,  5 .85 ;  N ,  9 .80 .  
(± ) -Methy l  (3 S , 3 'R , 5 'S ) -7 - f luo ro -5 ' - i so buty l -2 -ox o -1 ' - (py r id in -2- y lca rbo ny l ) -1 ,2 -
d ihy dro sp iro [ indo le -3 ,2 ' -py rro l id ine ] -3 ' - ca rbo xy la te  ( 7 8) .  Co mpo un d  7 8  was  p r ep a red  
f ro m 10 0 i  i n  a  s im i l a r  mann e r  to  th a t  d esc r ib ed  fo r  the  syn th es i s  o f  co mpo un d 5 0  an d  
ob ta in ed  in  2 0 % y ie ld  a s  a  wh i t e  so l id .  m .p .  23 4– 23 6  °C.  1 H NMR (4 0 0  MHz,  DMSO -d 6 )  δ  
0 . 5 6– 0 .7 4  (m,  7 H) ,  1 .3 4 – 1 .5 8  (m,  2 H) ,  2 .2 2 – 2 .3 5  (m ,  1 H) ,  2 .6 1 – 2 .7 1  (m ,  1 H) ,  3 .2 2  ( s ,  
3 H) ,  3 .5 0 –3 .54  (m ,  1 H) ,  4 .8 3 – 5 .0 2  (m,  1 H) ,  6 .92 –6 .96  (m ,  1 H) ,  7 .03 – 7 .2 3  (m ,  2 H) ,  7 .4 6 –
7 .6 1  (m ,  2 H) ,  7 .8 4 –7 .9 4  (m ,  1 H) ,  8 .6 2  (d ,  J  = 4 .4  Hz ,  1 H) ,  1 1 .1 2  (b r s ,  1 H) .  1 3 C NM R (7 5  
MHz,  CDCl 3 )  δ  2 0 .9 ,  2 4 .2 ,  2 5 .6 ,  33 .9 ,  4 7 .5 ,  5 1 .3 ,  5 1 .9 ,  57 .9 ,  7 1 .1  (d ,  J C – F  =  3 .3  Hz,  1 C) ,  
11 6 .6 3  (d ,  J C – F  =  1 7 .1  Hz ,  1 C) ,  1 19 .57  (d ,  J C – F  =  3 .3  Hz ,  1 C) ,  12 2 .9  (d ,  J C – F  =  6 .1  Hz ,  1 C) ,  
12 4 .6  ( s ,  1 C) ,  1 25 .4  ( s ,  1 C) ,  1 28 .8  (d ,  J C – F  =  12 .7  Hz ,  1 C) ,  1 2 9 .8  ( d ,  J C – F  =  3 .3  Hz ,  1 C) ,  
13 6 .9 ,  1 4 6 .9  (d ,  J C – F  =  2 4 3 .7  Hz ,  1 C) ,  1 4 8 .2 ,  15 2 .9 ,  1 6 5 .6 ,  1 69 .3 ,  1 7 4 .9 .  MS m / z  42 6  (M 
+  H) + .  An a l .  Calcd  fo r  C 2 3 H 2 4 FN 3 O 4 ·0 .4 H 2 O:  C,  6 3 .8 5 ;  H ,  5 .7 8 ;  N ,  9 .7 1 .  Fo un d :  C ,  6 4 .0 5 ;  
H ,  6 .07 ;  N ,  9 .8 0 .  
(± ) -Methy l  ( 3 S ,3 'R , 5 'S ) -1 ' -benzoy l -5 - f luo ro -5 ' - i so buty l -2 -o x o-1 ,2 -




f ro m 1 0 0f  and  b en zo y l  ch lo r id e  in  a  s im i l a r  mann e r  to  th a t  d esc r ib ed  fo r  th e  sy n th es i s  o f  
comp ou nd  50  and  o b ta in ed  in  4 7 % y ie ld  a s  a  wh i t e  so l id .  m .p .  21 1– 21 3  °C .  1 H NMR (4 00  
MHz,  DMSO -d 6 )  δ  0 . 3 8– 0 .5 2  (m ,  3 H) ,  0 .59 – 0 .7 2  (m ,  3 H) ,  0 .8 0 –1 .0 4  (m ,  1 H) ,  1 .3 2 –1 .51  
(m ,  2 H) ,  2 .2 1 – 2 .3 9  (m ,  1 H) ,  2 .5 4 – 2 .6 8  (m ,  1 H) ,  3 .2 2  ( s ,  3 H) ,  3 .42 –3 .57  (m,  1 H) ,  4 .2 5 –
4 .4 3  (m ,  1 H) ,  6 .75 –6 .8 5  (m ,  1 H) ,  7 .03 –7 .09  (m ,  1 H) ,  7 .0 9 –7 .17  (m,  1 H) ,  7 .3 2 – 7 .5 7  (m ,  
5 H) ,  1 0 .6 4  (b r s ,  1 H) .  1 3 C NMR (7 5  MHz,  DM SO -d 6 )  δ  2 1 .1 ,  2 4 .2 ,  2 5 .4 ,  33 .6 ,  4 5 .8 ,  51 .2 ,  
52 .0 ,  5 8 .0 ,  7 1 .0 ,  11 0 .4  (d ,  J C – F  =  9 .4  Hz ,  1 C) ,  11 2 .0  (d ,  J C – F  =  24 .2  Hz ,  1 C) ,  11 5 .7  (d ,  J C –
F  =  23 .7  Hz ,  1 C) ,  12 7 .1  (2 C) ,  12 8 .9  (2 C) ,  1 2 9 .6 ,  1 3 0 .6 ,  1 3 6 .7 ,  13 9 .4 ,  1 58 .2  (d ,  J C – F  =  
23 7 .1  Hz ,  1 C) ,  16 8 .2 ,  1 6 9 .3 ,  17 5 .9 .  MS m / z  4 25  (M  + H) + .  An a l .  Calcd  fo r  
C 2 4 H 2 5 FN 2 O 4 ·0 .1 H 2 O:  C,  67 .62 ;  H ,  5 .9 6 ;  N ,  6 .5 7 .  Fo u nd :  C ,  6 7 .5 2 ;  H ,  5 .96 ;  N ,  6 .44 .  
(± ) -Methy l  (3 S , 3 'R , 5 'S ) -5 - f luo ro -5 ' - i so buty l -2 -ox o -1 ' - (py r id in -3- y lca rbo ny l ) -1 ,2 -
d ihy dro sp iro [ indo le -3 ,2 ' -py rro l id ine ] -3 ' - ca rbo xy la te  ( 8 0) .  Co mpo un d  8 0  was  p r ep a red  
f ro m 10 0 f  and  n ico t ino y l  ch lo r id e  in  a  s im i l a r  mann e r  to  th a t  d esc r ib ed  fo r  th e  sy n th es i s  
o f  co mpo un d  5 0  an d  o b ta in ed  in  57 % y ie ld  a s  a  wh i t e  so l id .  m .p .  2 02 –2 0 4  °C.  1 H NM R 
(3 0 0  MHz,  CDCl 3 )  δ  0 . 47 –0 .66  (m,  3 H) ,  0 .69 – 0 .8 7  (m ,  3 H) ,  1 .0 4 – 1 .1 7  (m,  1 H) ,  1 .3 3 – 1 .4 6  
(m ,  1 H) ,  1 .4 8– 1 .5 7  (m ,  1 H) ,  2 .29 – 2 .4 7  (m ,  1 H) ,  2 .7 0  (d t ,  J  =  13 .5 ,  6 .8  Hz ,  1 H) ,  3 .3 2  ( s ,  
3 H) ,  3 .5 4 –3 .72  (m ,  1 H) ,  4 .2 8 – 4 .5 4  (m,  1 H) ,  6 .71 –6 .86  (m ,  1 H) ,  6 .87 – 7 .0 7  (m ,  2 H) ,  7 .3 0 –
7 .4 6  (m ,  1 H) ,  7 .76 – 8 .00  (m ,  2 H) ,  8 .7 0  (br s ,  1 H) ,  8 .78  (b r s ,  1 H) .  1 3 C NM R (7 5  MHz,  
DMSO-d 6 )  δ  21 .1 ,  2 4 .2 ,  25 .4 ,  3 3 .6 ,  4 6 .1 ,  5 1 .3 ,  5 2 .1 ,  5 8 .0 ,  71 .1 ,  11 0 .5 ,  11 2 .2  (d ,  J C – F  =  
24 .8  Hz ,  1 C) ,  1 1 5 .8  (d ,  J C – F  =  2 3 .7  Hz ,  1 C) ,  12 4 .1 ,  12 9 .2  (d ,  J C – F  =  7 .7  Hz ,  1 C) ,  1 32 .5 ,  
13 5 .0 ,  1 3 9 .4 ,  1 47 .8 ,  1 51 .6 ,  15 8 .2  (d ,  J C – F  =  23 7 .1  Hz ,  1 C) ,  16 6 .1 ,  16 9 .2 ,  1 7 5 . 7 .  MS m / z  
42 6  (M  + H) + .  Ana l .  Calcd  for  C 2 3 H 2 4 FN 3 O 4 ·0 . 6 H 2 O:  C,  6 3 .3 2 ;  H,  5 .8 2 ;  N ,  9 .6 3 .  Fou n d :  C ,  
63 .39 ;  H ,  5 .85 ;  N ,  9 .6 0 .  
(± ) -Methy l  ( 3 S , 3 'R , 5 'S ) -5 - f luo ro -5 ' - i so b uty l -1 ' - i so n ico t inoy l -2 -o x o-1 ,2 -
d ihy dro sp iro [ indo le -3 ,2 ' -py rro l id ine ] -3 ' - ca rbo xy la te  ( 8 1) .  Co mpo un d  8 1  was  p r ep a red  
f ro m 1 00 f  an d  i so n ico t in o y l  ch lo r id e  in  a  s im i l a r  man n er  to  th a t  d esc r ib ed  for  th e  
sy n th es i s  o f  co mp ou n d  5 0  and  o b ta in ed  in  2 8 % y ie ld  a s  a  wh i t e  so l id .  m.p .  22 5 –2 27  °C.  
1 H NMR (40 0  MHz,  DMSO -d 6 ,  T  =  9 0  °C)  δ  0 . 5 9  (br s ,  3 H) ,  0 .7 8  (b r s ,  4 H) ,  1 .40 – 1 .5 9  (m ,  
2 H) ,  2 .24 – 2 .3 6  (m,  1 H) ,  2 .6 3  (d t ,  J  =  13 .3 ,  6 .8  Hz ,  1 H) ,  3 .0 0  ( s ,  3 H) ,  3 .5 0  (dd ,  J  =  1 2 .5 ,  




(b r s ,  2 H) ,  1 0 .29  (b r s ,  1 H) .  1 3 C NMR (1 5 1  MH z,  DMSO -d 6 )  δ  20 .4 ,  2 3 .5 ,  2 4 .9 ,  3 3 .0 ,  4 5 .4 ,  
50 .8 ,  5 1 .5 ,  5 7 .4 ,  70 .4  (d ,  J C – F  =  1 .1  Hz ,  1 C) ,  10 9 .1  (d ,  J C – F  =  7 .7  Hz ,  1 C) ,  1 1 1 .6  (d ,  J C – F  
=  2 4 .9  Hz ,  1 C) ,  1 1 5 .4  (d ,  J C – F  =  2 3 .2  Hz ,  1 C) ,  12 0 .9  ( s ,  2 C) ,  1 2 8 .4  (d ,  J C – F  =  7 .7  Hz ,  1 C) ,  
13 8 .8  ( s ,  1 C) ,  1 4 3 .2  ( s ,  1 C) ,  1 50 .2  (2 C)  15 7 .6  (d ,  J C – F  =  23 6 .6  Hz ,  1 C) ,  16 5 .7 ,  1 68 .6 ,  
17 5 .0 .  MS m / z  4 26  (M  +  H) + .  An a l .  Calcd  fo r  C 2 3 H 2 4 FN 3 O 4 ·0 .1 H 2 O:  C,  6 4 .6 6 ;  H ,  5 .7 1 ;  N ,  
9 .8 3 .  Fo un d :  C ,  64 .40 ;  H ,  5 .80 ;  N ,  9 .8 4 .  
(± ) -Methy l  ( 3 S , 3 'R , 5 'S ) -5 - f luo ro -5 ' - i so buty l -1 ' - ( (1 -m ethy l -1 H -py ra zo l -3 -y l ) ca rbo ny l ) -
2 -o xo -1 ,2 -d ihy dro sp iro[ indo le -3 ,2 ' -py rro l id ine ] -3 ' - ca rbo x y la te  ( 82 ) .  Co mp ou n d  8 2  was  
p r ep a red  f ro m 10 0 f  an d  1 -me th y l -1 H -p yrazo le -3 - ca rb on y l  ch lo r id e  in  a  s im i l a r  man n er  to  
th a t  d esc r ib ed  fo r  th e  sy n th es i s  o f  co mp o un d  50  and  o b ta in ed  in  3 0 % y ie ld  a s  a  wh i t e  
so l id .  m .p .  2 40 – 24 2  °C .  1 H NMR (4 0 0  MHz,  DMSO -d 6 )  δ  0 .8 4  (d ,  J  = 6 .4  Hz ,  6 H) ,  1 .2 3 –
1 .3 0  (m ,  1 H) ,  1 .41 –1 .4 7  (m ,  1 H) ,  1 . 59 –1 .66  (m ,  1 H) ,  2 .2 6 –2 .35  (m,  1 H) ,  2 .6 0 – 2 .6 7  (m ,  
1 H) ,  3 .2 1  ( s ,  3 H) ,  3 .40 –3 .45  (m ,  1 H) ,  3 .8 9  ( s ,  3 H) ,  4 .9 2 –4 .98  (m ,  1 H) ,  6 .4 1  (d ,  J  = 2 .4  Hz ,  
1 H) ,  6 .7 8  (d d ,  J  = 8 .0 ,  4 .8  Hz ,  1 H) ,  7 .01 – 7 .0 6  (m ,  2 H) ,  7 .7 5  (d ,  J  = 2 .0  Hz ,  1 H) ,  1 0 .5 7  
(b r s ,  1 H) .  1 3 C NMR (7 5  MHz ,  CDCl 3 )  δ  2 1 .0 ,  2 4 .3 ,  25 .9 ,  3 3 .7 ,  3 9 .3 ,  4 6 .9 ,  51 .1 ,  5 1 .9 ,  5 7 .8 ,  
71 .2 ,  10 9 .6 ,  1 10 .2  (d ,  J C – F  =  7 .7  Hz ,  1 C) ,  11 2 .0  (d ,  J C – F  =  24 .8  Hz ,  1 C) ,  1 15 .6  (d ,  J C – F  =  
23 .1  Hz ,  1 C) ,  1 28 .9  (d ,  J C – F  =  7 .7  Hz ,  1 C) ,  1 3 0 .5 ,  13 7 .5 ,  1 4 6 .4 ,  15 8 .7  (d ,  J C – F  =  2 40 .4  Hz ,  
1 C) ,  16 1 .5 ,  1 69 .6 ,  17 6 .1 .  MS m / z  4 2 9  (M +  H) + .  An a l .  Calcd  fo r  C 2 2 H 2 5 FN 4 O 4 ·0 .3 H 2 O:  C,  
60 .90 ;  H ,  5 .95 ;  N ,  12 .9 1 .  Fo un d :  C ,  61 .19 ;  H ,  5 .9 8 ;  N,  12 .90 .  
(± ) -Methy l  ( 3 S , 3 'R , 5 'S ) -5 - f luo ro - 5 ' - i so buty l -1 ' - ( (1 -m ethy l -1 H - im ida zo l -2 -
y l ) ca rbo ny l ) -2 -o xo -1 ,2 -d ihy dro sp iro [ indo le -3 ,2 ' -py rro l id ine ] -3 ' - ca rbox y la te  ( 8 3 ) .  A  
mix tu re  o f  1 00 f  (1 00  mg,  0 .3 12  mmo l ) ,  1 -me th y l -1 H - im id azo le -2 - ca rb ox y l i c  ac id  (7 9  mg ,  
0 .6 3  mmo l ) ,  HATU (1 7 8  mg,  0 .4 68  mmo l ) ,  an d  DIPEA (0 .57 4  mL,  3 .30  mmo l )  in  DMF (5  
mL)  was  h ea ted  to  9 0  °C and  s t i r r ed  fo r  18  h  un d er  N 2 .  Th e  r eac t ion  mix ture  was  d i lu t ed  
wi th  wa te r  an d  ex t r ac t ed  wi th  E tOAc .  Th e  o rg an ic  l ay er  was  sep ara t ed ,  wash ed  wi th  b r in e ,  
d r i ed  o v e r  Na 2 SO 4 ,  an d  c o ncen t r a t ed .  Th e  r e s id u e  was  p ur i f i ed  b y  p r ep a ra t iv e  HPLC  
(co nd i t io n  1 ,  0 .0 5 % aq u eo u s  ammon ia  so lu t io n /MeCN = 6 5 /3 5  to  2 5 /75 )  to  a f ford  8 3  ( 42  
mg ,  3 2 %)  a s  a  wh i t e  s o l id .  m.p .  2 28 – 23 0  °C.  1 H NMR (4 0 0  MHz,  DMSO -d 6 )  δ  0 . 74 –0 .8 2  
(m ,  6 H) ,  0 .9 2 –0 .99  (m ,  1 H) ,  1 .4 2– 1 .6 7  (m ,  2 H) ,  2 .2 9 – 2 .3 5  (m ,  1 H) ,  2 .5 8 –2 .64  (m ,  1 H) ,  




6 .9 9– 7 .1 4  (m ,  3 H) ,  7 .30  ( s ,  1 H) ,  1 0 .6 4  ( s ,  1 H) .  1 3 C NM R (75  MHz,  DMSO -d 6 )  δ  20 .9 ,  
23 .9 ,  2 5 .1 ,  32 .6 ,  3 4 .1 ,  45 .9 ,  5 0 .9 ,  51 .4 ,  5 7 .8 ,  70 .4 ,  1 09 .8  (d ,  J C – F  =  7 .7 0  Hz ,  1 C) ,  1 11 .4  
(d ,  J C – F  =  2 5 .3  Hz ,  1 C) ,  11 5 .2  (d ,  J C – F  =  2 3 .1  Hz ,  1 C) ,  1 24 .5 ,  12 7 .0 ,  12 8 .8  (d ,  J C – F  =  7 .7  
Hz ,  1 C) ,  1 38 .7  (d ,  J C – F  =  1 .7  Hz ,  1 C) ,  1 38 .8 ,  1 57 .5  (d ,  J C – F  =  2 3 6 .0  H z ,  1 C) ,  1 57 .8 ,  1 6 8 .8 ,  
17 5 .0 .  MS m / z  4 29  (M  +  H) + .  An a l .  Calcd  fo r  C 2 2 H 2 5 FN 4 O 4 ·0 .9 H 2 O:  C,  5 9 .4 2 ;  H ,  6 .0 7 ;  N ,  
12 .60 .  Fou n d :  C ,  5 9 .5 9 ;  H ,  6 .0 9 ;  N ,  1 2 .5 0 .  
(± ) -Methy l  ( 3 S , 3 'R , 5 'S ) -5 - f luo ro - 5 ' - i so buty l -1 ' - ( (1 -m ethy l -1 H - im ida zo l -4 -
y l ) ca rbo ny l ) -2 -o xo -1 ,2 -d ihy dro sp iro [ indo le -3 ,2 ' -py rro l id ine ] -3 ' - ca rbox y la te  ( 8 4) .  To  a  
so lu t ion  o f  1 00 f  ( 3 .5 0  g ,  10 .9  mmo l ) ,  1 -me th y l -1 H - im id azo le -4 - ca rb ox y l i c  ac id  (2 .7 6  g ,  
21 .9  mmo l )  an d  DIPEA (1 1 .4  mL,  6 5 .4  mmo l )  in  DMA (90  mL)  was  add ed  Py Bro P  (1 7 .8  g ,  
38 .2  mmo l )  a t  r o om temp era tur e .  Th e  mix tu re  was  s t i r r ed  a t  1 00  °C for  0 .5  h .  Th e  mix ture  
was  po u red  in to  wa te r  a t  ro o m temp era tu r e  an d  ex t r ac t ed  wi th  E tOAc –THF.  Th e  o rgan ic  
l ay er  was  sep a ra t ed ,  w ash ed  wi th  wa ter  and  b r in e ,  f i l t r a t ed  to  r emo v e  in so lu b le  ma te r i a l ,  
d r i ed  ov e r  Na 2 SO 4 ,  an d  co n cen t r a t ed .  Th e  r e s id u e  was  p ur i f i ed  b y  s i l i ca  g e l  co lumn  
chro ma to g rap hy  (E tOAc/MeOH = 1 0 /0  to  7 /3 )  an d  NH-s i l i ca  g e l  co lumn  ch ro ma tog raph y  
(E tOAc/MeOH = 1 /0  to  1 /1 )  to  g iv e  8 4  ( 3 .3 7  g ,  72 %)  a s  a  wh i t e  so l id .  m .p .  2 5 8– 26 0  °C.  
1 H NMR (30 0  MHz,  CDCl 3 )  δ  0 . 93  (d ,  J  =  6 .2  Hz ,  3 H) ,  0 .98  (d ,  J  =  6 .1  Hz ,  3 H) ,  1 .4 3  (d d ,  
J  =  1 0 .6 ,  8 .5  Hz ,  1 H) ,  1 .73 – 1 .8 9  (m ,  2 H) ,  2 .4 2  ( td ,  J  =  1 2 .8 ,  8 .8  H z ,  1 H) ,  2 .72  (d t ,  J  =  
13 .4 ,  7 .5  Hz ,  1 H) ,  3 .3 1  ( s ,  3 H) ,  3 .60  (dd ,  J  =  12 .2 ,  7 .7  Hz ,  1 H) ,  3 .6 7  ( s ,  3 H) ,  5 .31 – 5 .5 1  
(m ,  1 H) ,  6 .7 7  (d d ,  J  =  8 .3 ,  4 .3  Hz ,  1 H) ,  6 .8 7 – 6 .9 9  (m ,  2 H) ,  7 .3 5  ( s ,  1 H) ,  7 .4 0  (d ,  J  =  1 .0  
Hz ,  1 H) ,  7 .6 2  ( s ,  1 H) .  1 3 C NMR  (15 1  MHz,  DMSO -d 6 )  δ  2 1 .0 ,  24 .0 ,  25 .2 ,  3 2 .8 ,  33 .1 ,  4 6 .1 ,  
50 .7 ,  51 .4 ,  56 .7 ,  70 .6 ,  10 9 .6  (d ,  J C – F  =  7 .7  Hz ,  1 C) ,  1 11 .2  (d ,  J C – F  =  24 .9  Hz ,  1 C) ,  1 1 4 .8  
(d ,  J C – F  =  23 .2  Hz ,  1 C)  1 25 .9 ,  1 29 .6  (d ,  J C – F  =  7 .2  Hz,  1 C) ,  1 3 6 .4 ,  13 7 .5 ,  13 8 .8 ,  1 57 .4  (d ,  
J C – F  =  2 36 .6  Hz ,  1 C) ,  16 0 .9 ,  1 69 .1 ,  1 75 .5 .  MS m / z  4 2 9  (M  +  H) + .  Ana l .  Calcd  fo r  
C 2 2 H 2 5 FN 4 O 4 ·H 2 O:  C,  6 1 .6 7 ;  H,  5 .8 8 ;  N ,  1 3 .0 8 .  Fo u nd :  C ,  6 1 .3 7 ;  H ,  5 .8 2 ;  N ,  1 3 .1 0 .  
(± ) -Methy l  ( 3 S ,3 'R , 5 'S ) -5 - f luo ro -1 ' - (1H - im ida zo l -4 -y lca rbo ny l) -5 ' - i so buty l -2 -o x o-1 ,2 -
d ihy dro sp iro [ indo le -3 ,2 ' -py rro l id ine ] -3 ' - ca rbo xy la te  ( 8 5) .  To  a  mix tu re  o f  1 - t r i ty l -1 H -
im id azo le -4 - ca rb o xy l i c  ac id  (4 0 0  mg ,  1 .1 3  mmo l)  in  THF (1 0  mL)  was  ad d ed  a  so lu t io n  of  
1 - ch loro -N ,N , 2 - t r ime th y l -1 -p rop eny lamin e  (0 .30  mL,  2 .3  mmo l )  in  THF (2  mL)  a t  0  °C  




coo led  to  0  °C .  To  th e  r eac t io n  mix tu re  was  add ed  a  so lu t io n  of  10 0 f  (7 3 0  mg ,  2 .28  mmo l)  
and  DIPEA (1 .38  mL,  7 .8 9  mmo l )  in  THF (2  mL)  a t  0  °C  un d er  N 2 .  Th e  r eac t io n  mix tu re  
was  h ea ted  to  6 0  °C an d  s t i r r ed  fo r  16  h .  Th e  r eac t io n  mix ture  was  d i lu t ed  wi th  wa te r  and  
ex t r ac t ed  wi th  E tOAc .  Th e  org an ic  l aye r  wa s  sep ara t ed ,  wash ed  wi th  b r in e ,  d r i ed  o v er  
Na 2 SO 4 ,  an d  co n cen t r a t ed .  Th e  r e s idu e  was  pu r i f i ed  b y  pr ep a ra t iv e  TLC (p e t ro leu m 
e th er /E tOAc  =  1 /1 )  to  a f ford  (± ) -methy l  (3 S , 3 'R , 5 'S ) -5 - f lu oro -5 ' - i so bu ty l -2 -ox o -1 ' - ( (1 -
t r i t y l -1 H - im id azo l -4 -y l ) carb on y l ) -1 ,2 -d ih y dro sp i ro [ ind o le -3 ,2 ' - p yr ro l id in e ] -3 ' -
ca rb ox y la t e  (4 40  mg ,  5 9 %)  a s  a  y e l lo w so l id .  1 H NMR (4 00  MHz,  D MSO – d 6 )  δ  0 .8 0– 0 .9 1  
(m ,  6 H) ,  1 .3 2 –1 .47  (m ,  2 H) ,  1 .6 4 – 1 .6 7  (m ,  1 H) ,  2 .2 8 – 2 .3 6  ( m ,  1 H) ,  2 .5 5 –2 .64  (m ,  1 H) ,  
3 .2 0  ( s ,  3 H) ,  3 .38 – 3 .4 2  (m ,  1 H) ,  4 .9 8 – 5 .1 4  (m ,  1 H) ,  6 .7 0 –6 .80  (m ,  1 H) ,  7 .0 0 – 7 .1 0  (m,  
8 H) ,  7 .3 8– 7 .4 3  (m ,  1 0 H) ,  7 .4 7 –7 .50  (m ,  1 H) ,  1 0 .5 3  ( s ,  1 H) .  
A  mix tu re  o f  (± ) -meth y l  (3 S ,3 'R , 5 'S ) -5 - f lu o ro -5 ' - i so b u ty l -2 -o xo -1 ' - ( (1 - t r i ty l -1 H - im id azo l -
4 -y l ) carb on y l ) -1 ,2 -d ih y dro sp i ro [ ind o le -3 ,2 ' - p y r ro l id ine ] -3 ' - ca rb o xy la t e  (44 0  mg,  0 .67  
mmo l )  in  TFA (8  mL) ,  MeCN (6  mL) ,  and  wa t e r  ( 6  mL)  was  s t i r r ed  a t  0  °C  fo r  1  h  un d e r  
N 2 .  Th e  r eac t ion  mix tu re  was  p ou red  in to  sa tu r a t ed  aqu eou s  NaHCO 3 ,  and  th e  mix tu re  was  
ex t r ac t ed  wi th  E tOAc .  Th e  org an ic  l aye r  wa s  sep ara t ed ,  wash ed  wi th  b r in e ,  d r i ed  o v er  
Na 2 SO 4 ,  an d  con cen t r a t ed .  Th e  r e s id u e  was  p ur i f i ed  by  p r ep a ra t iv e  HPLC (co n d i t io n  1 ,  
0 .0 5 % aqu eo u s  ammo n ia  so lu t ion /MeCN  =  7 8 / 22  to  4 8 /5 2 )  to  a f fo rd  85  ( 88  mg ,  32 %)  a s  a  
wh i t e  so l id .  m .p .  26 0 – 26 2  °C.  1 H NMR (4 0 0  MHz,  DMSO -d 6 )  δ  0 . 8 3 –0 .89  (m ,  6 H) ,  1 .31 –
1 .5 2  (m,  2 H) ,  1 .60 – 1 .73  (m ,  1 H) ,  2 .2 9 –2 .37  (m ,  1 H) ,  2 .5 7 – 2 .6 6  (m ,  1 H) ,  3 .21  ( s ,  3 H) ,  
3 .3 8– 3 .4 2  (m,  1 H) ,  5 .1 4  ( s ,  1 H) ,  6 .73 – 6 .8 1  (m ,  1 H) ,  6 .96 – 7 .0 7  (m ,  2 H) ,  7 .4 6  ( s ,  1 H) ,  7 .73  
( s ,  1 H) ,  10 .52  ( s ,  1 H) ,  12 .45  (b r s ,  1 H) .  1 3 C N MR (1 5 1  MHz,  DMSO -d 6 )  δ  21 .0 ,  24 .0 ,  25 .2 ,  
32 .9 ,  4 6 .0 ,  5 0 .7 ,  51 .4 ,  56 .7 ,  7 0 .6 ,  1 0 9 .6  (d ,  J C – F  =  7 .7  Hz ,  1 C) ,  1 11 .3  (d ,  J C – F  =  24 .9  Hz ,  
1 C) ,  1 14 .8  (d ,  J C – F  =  23 .2  Hz ,  1 C) ,  1 22 .0 ,  1 29 .6 ,  13 5 .3 ,  13 6 .0 ,  1 3 8 .8 ,  1 57 .4  (d ,  J C – F  =  
23 6 .1  Hz ,  1 C) ,  16 1 .1 ,  1 6 9 .1 ,  17 5 .5 .  MS m / z  4 15  (M  + H) + .  An a l .  Calcd  fo r  
C 2 1 H 2 3 FN 4 O 4 ·0 .6 H 2 O:  C,  61 .67 ;  H ,  5 .8 8 ;  N ,  1 3 .0 8 .  Fo un d :  C ,  61 .37 ;  H ,  5 .82 ;  N ,  13 .10 .  
(± ) -Methy l  (3 S , 3 'R , 5 'S ) -1 ' - ( (1 -benzy l - 1 H - im ida zo l -4 -y l ) ca rbo ny l ) -5 - f luo ro -5 ' -
i so buty l -2 -ox o -1 ,2 -d ih y dro sp iro [ indo le -3 ,2 ' -py rro l id ine ] -3 ' - ca rbo x y la te  ( 8 6) .  To  a  
so lu t ion  o f  1 -b en zy l -1 H - im id azo le -4 - ca rb ox y l i c  ac id  (3 0 7  mg ,  1 .5 2  mmo l )  in  DMA (3  




t emp era tur e .  Th e  mix ture  was  s t i r r ed  a t  r oo m temp era tur e  fo r  2 0  min .  To  th e  r eac t io n  
mix tu re  was  ad d ed  1 00 f  (2 4 3  mg ,  0 .7 59  mmo l )  a t  ro o m temp era tur e  and  th e  mix tu re  was  
h ea ted  to  80  °C an d  s t i r r ed  fo r  3 0  min .  Th e  mix ture  was  p o ured  in to  wa te r  a t  ro o m 
temp era tur e  and  ex t r ac t ed  wi th  E tOAc .  Th e  org an ic  l ay e r  was  sep a ra t ed ,  wash ed  wi th  
wa te r  an d  b r in e ,  d r i ed  ov e r  Na 2 SO 4 ,  and  con cen t r a t ed .  Th e  r e s idu e  was  p ur i f i ed  b y  s i l i ca  
g e l  co lu mn  ch ro ma to g raph y  (E tOAc/MeOH =  10 /0  to  8 /2)  to  g iv e  8 6  (2 16  mg,  56 %)  a s  a  
wh i t e  so l id .  m .p .  2 26 – 22 8  °C.  1 H NMR (3 00  MHz,  DMSO -d 6 )  δ  0 . 8 2  (d ,  J  =  6 .4  Hz ,  6 H) ,  
1 .2 9– 1 .4 5  (m,  2 H) ,  1 .5 6 – 1 .7 3  (m,  1 H) ,  2 .2 1 – 2 .3 6  (m ,  1 H) ,  2 .5 6 – 2 .6 8  (m ,  1 H) ,  3 .2 1  ( s ,  
3 H) ,  3 .39  (dd ,  J  =  1 2 .3 ,  7 .3  Hz ,  1 H) ,  4 .9 9 – 5 .1 5  (m ,  1 H) ,  5 .2 3  ( s ,  2 H) ,  6 .7 6  (d d ,  J  =  8 .9 ,  
4 .3  Hz ,  1 H) ,  6 .9 6 – 7 .0 7  (m ,  2 H) ,  7 .2 2  (d ,  J  =  7 .3  Hz,  2 H) ,  7 .26 – 7 .4 0  (m ,  3 H) ,  7 .53  ( s ,  1 H) ,  
7 .8 6  ( s ,  1 H) ,  1 0 .5 1  ( s ,  1 H) .  1 3 C NMR (7 5  MHz,  DMSO -d 6 )  δ  21 .5 ,  2 4 .5 ,  25 .7 ,  33 .4 ,  4 6 .6 ,  
50 .1 ,  51 .3 ,  52 .0 ,  5 7 .3 ,  71 .1 ,  11 0 .2  (d ,  J C – F  =  8 .3  Hz ,  1 C) ,  1 11 .8  (d ,  J C – F  =  2 4 .8  Hz ,  1 C) ,  
11 5 .4  (d ,  J C – F  =  23 .1  Hz ,  1 C) ,  12 5 .0 ,  1 27 .7  (2 C) ,  1 28 .3 ,  1 2 9 .2  (2 C) ,  12 3 .0  (d ,  J C – F  =  7 .7  
Hz ,  1 C) ,  1 37 .3 ,  13 7 .7 ,  13 7 .9 ,  1 39 .3  (d ,  J C – F  =  1 .7  Hz ,  1 C) ,  15 8 .0  (d ,  J C – F  =  23 6 .6  Hz ,  1 C) ,  
16 1 .5 4 ,  16 9 .6 ,  1 76 .0 .  MS m / z  5 0 5  (M +  H) + .  Ana l .  Calcd  for  C 2 8 H 2 9 FN 4 O 4 ·0 .2 H 2 O:  C,  
66 .18 ;  H ,  5 .83 ;  N ,  11 .0 3 .  Fo un d :  C ,  66 .28 ;  H ,  5 .8 5 ;  N,  10 .98 .  
(± ) - (3 S , 3 'R , 5 'S ) -5 -F luo ro -5 ' - i so buty l -3 ' -m ethy l -1 ' - ( (1 -m ethy l -1 H - imida zo l -4 -
y l ) ca rbo ny l ) sp iro [ indo le -3 ,2 ' -py rro l id in] -2 (1 H ) -o ne  (8 7 ) .  To  a  so lu t io n  of  8 4  ( 1 .5 0  g ,  
3 .5 0  mmo l )  an d  CaCl 2  (0 .77 7  g ,  7 .00  mmo l)  i n  E tOH (5 0  mL)  was  add ed  NaBH 4  ( 5 30  mg ,  
14 .0  mmo l )  a t  10  °C.  Th e  mix tu re  was  s t i r r ed  a t  10  °C to  roo m temp era tur e  o v ern igh t .  
Th e  mix ture  was  p o ured  in to  sa tu r a t ed  aq u eo u s  NH 4 Cl  a t  r oo m temp era tu r e  and  ex t r ac t ed  
wi th  E tOAc .  Th e  o rg an ic  l ay er  was  sep ara t ed ,  wash ed  wi th  wa te r  and  b r in e ,  d r i ed  o v er  
Na 2 SO 4 ,  an d  co n cen t r a t ed .  Th e  r e s idu e  was  p u r i f i ed  by  s i l i ca  g e l  co l umn  chro ma to g rap hy  
(E tOAc/MeOH = 1 /0  to  1 /1 )  to  g iv e  (± ) - (3S ,3 'R , 5 'S ) -5 - f luo ro -3 ' - (h y drox y methy l ) -5 ' -
i so bu ty l -1 ' - ( ( 1 -me th y l - 1 H - im id azo l -4 -y l ) ca rb o ny l ) sp i ro [ ind o le -3 ,2 ' - p yr ro l id in ] -2 (1 H ) -on e  
(1 .40  g ,  q u an t . )  a s  a  w h i t e  so l id .  1 H NMR  (3 00  MHz,  DMSO -d 6 )  δ  0 . 8 4  (d ,  J  =  6 .6  Hz ,  
3 H) ,  0 .8 8  (d ,  J  =  6 .5  Hz ,  3 H) ,  1 .23 –1 .36  (m ,  1 H) ,  1 .4 4 – 1 .5 7  (m ,  1 H) ,  1 .58 –1 .83  (m ,  2 H) ,  
2 .5 2– 2 .6 2  (m,  2 H) ,  2 .8 4– 3 .1 0  (m,  2 H) ,  3 .6 6  ( s ,  3 H) ,  4 .4 6  ( t ,  J  =  4 .6  Hz ,  1 H) ,  5 .0 1 – 5 .1 5  
(m ,  1 H) ,  6 .7 1 – 6 .8 0  (m ,  1 H) ,  6 .95 – 7 .0 6  (m ,  2 H) ,  7 .4 4  ( s ,  1 H) ,  7 .6 5  ( s ,  1 H) ,  1 0 .3 1  ( s ,  1 H) .  




To  a  so lu t io n  of  (± ) - (3 S ,3 'R , 5 'S ) -5 - f lu o ro -3 ' - (h yd rox y meth y l ) -5 ' - i s ob u ty l -1 ' - ( ( 1 -me thy l -
1 H - im id azo l -4 -y l ) ca rb o ny l ) sp i ro [ ind o le -3 ,2 ' - p yr ro l id in ] -2 (1 H ) -on e  (1 .0 0  g ,  2 .5 0  mmo l )  in  
THF (8  mL)  an d  D MA (16  mL)  were  add ed  E t 3 N (2 .1 0  mL,  15 .1  mmo l )  and  
me th an esu l fo n y l  ch lo r id e  (0 .54 0  mL,  6 .9 8  mm o l)  a t  0  °C .  Th e  mix tu re  was  s t i r r ed  a t  0  °C  
fo r  1  h .  Th e  mix tu re  was  po u red  in to  wa te r  a t  r o om temp era tu r e  an d  ex t r ac t ed  wi th  E tOAc .  
Th e  org an ic  l ay er  was  sepa ra t ed ,  wash ed  wi t h  wa te r  an d  b r in e ,  d r i ed  ov e r  Na 2 SO 4 ,  an d  
con cen t r a t ed .  Th e  r e s i du e  was  so l id i f i ed  f ro m E tOAc  to  g iv e  (±) - ( (3 S ,3 'R , 5 'S ) -5 - f lu o ro -
5 ' - i so b u ty l -1 ' - ( (1 -me th y l -1 H - im id azo l -4 -y l ) ca rb o ny l ) -2 -ox o -1 ,2 -d ihy dro sp i ro [ ind o le -3 ,2 ' -
py r ro l id in] -3 ' - y l )me th y l  me th anesu l fo na te  (9 9 0  mg ,  8 3 %)  a s  a  wh i t e  so l id .  1 H NMR (30 0  
MHz,  DMSO -d 6 )  δ  0 .8 4  (d ,  J  =  6 .3  Hz ,  3 H) ,  0 .88  (d ,  J  =  6 .3  Hz ,  3 H) ,  1 .2 4 –1 .39  (m ,  1 H) ,  
1 .4 4– 1 .7 0  (m,  2 H) ,  1 .7 5 – 1 .9 6  (m,  1 H) ,  2 .5 3 – 2 .6 5  (m ,  1 H) ,  2 .7 1 – 2 .8 5  (m ,  1 H) ,  2 .8 7  ( s ,  
3 H) ,  3 .5 8 –3 .70  (m ,  4 H) ,  3 .9 8 – 4 .0 9  (m,  1 H) ,  5 .08 –5 .22  (m ,  1 H) ,  6 .80  (d d ,  J  =  8 .3 ,  4 .4  Hz ,  
1 H) ,  7 .0 0– 7 .1 5  (m ,  2 H ) ,  7 .46  ( s ,  1 H) ,  7 .66  ( s ,  1 H) ,  10 .45  ( s ,  1 H) .  MS m / z  4 79  (M  + H) + .  
(± ) - ( (3S , 3 'R , 5 'S ) -5 - f luo ro -5 ' - i so b u ty l -1 ' - ( (1 -me thy l -1 H - im id azo l -4 -y l ) carb on y l ) -2 -o xo -
1 ,2 -d ih yd ro sp i ro [ in d o le -3 ,2 ' - p yr ro l id in ] -3 ' - y l )me th y l  me th an esu l fo n a te  (9 85  mg ,  2 0 .6  
mmo l )  was  d i s so lv ed  in  DMA (2 4  mL) .  To  th e  so lu t io n  w as  add ed  l i t h iu m iod id e  (3 .34  g ,  
25 .0  mmo l )  a t  r o om temp era tur e ,  an d  th e  mix tu re  was  s t i r r ed  a t  10 0  °C for  9  h .  Th e  
mix tu re  was  po u red  in to  wa te r  a t  ro o m temp era tur e  and  ex t r ac t ed  wi th  E tOAc .  Th e  
org an ic  l ay er  was  sep a ra t ed ,  wash ed  wi th  wa te r  an d  br in e ,  d r i ed  ov e r  Na 2 SO 4 ,  an d  
con cen t r a t ed .  Th e  r e s id u e  was  p u r i f i ed  by  s i l i ca  g e l  co lu mn  ch ro ma to grap hy  
(E tOAc/MeOH =  1 0 /0  to  7 /3 )  to  g iv e  (± ) - (3 S ,3 'R , 5 'S ) -5 - f lu oro -3 ' - ( io do methy l ) -5 ' -
i so bu ty l -1 ' - ( ( 1 -me th y l - 1 H - im id azo l -4 -y l ) ca rb o ny l ) sp i ro [ ind o le -3 ,2 ' - p yr ro l id in ] -2 (1 H ) -on e  
(9 8 0  mg,  93  %)  a s  a  p a le  y e l lo w so l id .  1 H NMR (30 0  MHz,  DMSO -d 6 )  δ  0 .8 5  (d ,  J  =  6 .3  
Hz ,  3 H) ,  0 .8 9  (d ,  J  =  6 .3  Hz ,  3 H) ,  1 .26 –1 .38  (m ,  1 H) ,  1 .4 5 – 1 .5 8  (m ,  1 H) ,  1 .6 5  (br s ,  1 H) ,  
1 .8 6  (d ,  J  =  9 .1  Hz ,  1 H) ,  2 .56 –2 .75  (m ,  4 H) ,  3 .6 6  ( s ,  3 H) ,  5 .0 1 – 5 .19  (m ,  1 H) ,  6 .82  (dd ,  J  
=  8 .0 ,  4 .3  Hz ,  1 H) ,  7 .0 3 – 7 .1 3  (m ,  2 H) ,  7 .46  ( s ,  1 H) ,  7 .66  ( s ,  1 H) ,  1 0 .5 1  ( s ,  1 H) .  MS m / z  
51 1  (M  +  H) + .  
A  mix tu re  o f  (± ) - (3 S ,3 'R , 5 'S ) -5 - f lu o ro -3 ' - ( io do methy l ) -5 ' - i so b u ty l -1 ' - ( ( 1 -me thy l -1 H -
im id azo l -4 -y l ) carbo n y l ) sp i ro [ ind o le -3 ,2 ' - py r ro l id in ] -2 (1 H ) -on e  (97 5  mg ,  1 .9 1  mmo l) ,  




aqu eou s  NaHCO 3  ( 4  mL)  in  MeOH (20  m L)  and  THF (4  mL)  was  hy d ro g en a ted  u nd e r  
b a l lo o n  pr e ssu re  a t  ro o m temp era tu r e  fo r  6  h .  Th e  ca ta ly s t  was  r emo v ed  by  f i l t r a t io n ,  an d  
th e  f i l t r a t e  was  con cen t r a t ed .  Th e  r e s id ue  was  su sp end ed  in  wa te r ,  and  th e  mix ture  was  
ex t r ac t ed  wi th  E tOAc .  Th e  org an ic  l ay e r  was  sep ara t ed ,  wash ed  wi th  wa te r  and  b r in e ,  
d r i ed  ov e r  Na 2 SO 4 ,  an d  co n cen t r a t ed .  Th e  r e s id u e  was  p ur i f i ed  b y  s i l i ca  g e l  co lumn  
chro ma to g rap hy  (E tOA c/MeOH = 10 /0  to  7 /3 )  to  g iv e  87  (5 06  mg ,  6 9 %)  a s  a  wh i t e  so l id .  
m.p .  2 98 –3 0 0  °C.  1 H NMR (3 0 0  MHz,  DMSO- d 6 )  δ  0 . 5 3  (d ,  J  =  6 .4  Hz ,  3 H) ,  0 .8 4  (d ,  J  =  
6 .4  Hz ,  3 H) ,  0 .8 8  (d ,  J  =  6 .3  Hz ,  3 H) ,  1 .2 3 –1 .3 4  (m,  1 H) ,  1 .45 – 1 .5 8  (m,  1 H) ,  1 .58 – 1 .7 8  
(m ,  2 H) ,  2 .33 – 2 .5 8  (m ,  2 H) ,  3 .66  ( s ,  3 H) ,  4 .9 9 – 5 .1 3  (m ,  1 H) ,  6 .8 0  (dd ,  J  =  8 .1 ,  4 .4  Hz ,  
1 H) ,  6 .9 5 –7 .09  (m ,  2 H) ,  7 .44  ( s ,  1 H) ,  7 .6 5  ( s ,  1 H) ,  1 0 .3 9  ( s ,  1 H) .  1 3 C NM R (7 5  MHz,  
CDCl 3 )  δ  1 2 .9 ,  2 1 .3 ,  2 4 .4 ,  25 .9 ,  33 .6 ,  4 0 .5 ,  4 1 .8 ,  47 .4 ,  58 .5 ,  7 3 .9 ,  1 1 0 .4  (d ,  J C – F  =  8 .3  Hz ,  
1 C) ,  11 2 .0  (d ,  J C – F  =  2 4 .8  Hz ,  1 C) ,  1 1 4 .8  (d ,  J C – F  =  23 .7  Hz ,  1 C) ,  1 26 .3 ,  1 3 0 .4  (d ,  J C – F  
7 . 2  Hz ,  1 C) ,  13 6 .8 ,  1 3 6 .9  (d ,  J C – F  =  2 .2  Hz ,  1 C) ,  1 3 7 .9 ,  15 8 .8  (d ,  J C – F  =  2 39 .9  Hz ,  1 C) ,  
16 2 .1 ,  1 77 .2 .  MS m / z  38 5  (M +  H) + .  Ana l .  C alcd  fo r  C 2 1 H 2 5 F N 4 O 2 · 0 .9 H 2 O:  C,  6 2 .9 5 ;  H ,  
6 .7 4 ;  N,  13 .98 .  Fo un d :  C ,  63 .16 ;  H ,  6 .4 9 ;  N ,  1 3 .7 2 .  
(± ) - (3 S , 3 'R , 5 'S ) -1 ' - ( (1 -Benzy l -1 H - im ida zo l -4 -y l ) ca rbo ny l ) -5 - f luo ro -5 ' - i so buty l -3 ' -
methy l sp iro [ indo le -3 ,2 ' -py rro l id in] -2 (1 H ) -o n e  ( 8 8) .  Co mp ou n d 8 8  was  p r ep a red  f ro m 
comp ou nd  86  i n  a  s im i l a r  mann e r  to  th a t  d esc r ib ed  fo r  th e  syn th es i s  o f  comp ou nd  87  and  
ob ta in ed  in  6 0 % y ie ld  fo r  4  s t ep s  a s  a  wh i t e  s o l id .  m .p .  2 82 – 28 4  °C.  1 H NMR  (3 00  MHz,  
DMSO-d 6 )  δ  0 . 53  (d ,  J  =  6 .3  Hz ,  3 H) ,  0 .8 1  (d ,  J  =  6 .3  Hz ,  6 H) ,  1 .18 – 1 .4 7  (m ,  2 H) ,  1 .5 2 –
1 .8 1  (m,  2 H) ,  2 .3 2 –2 .4 9  (m,  2 H) ,  4 .9 0 –5 .07  (m ,  1 H) ,  5 .23  ( s ,  2 H) ,  6 .7 9  (dd ,  J  =  8 .0 ,  4 .4  
Hz ,  1 H) ,  6 .9 6 – 7 .0 8  (m ,  2 H) ,  7 .2 2  (d ,  J  =  7 .4  Hz ,  2 H) ,  7 .2 6 – 7 .3 9  (m ,  3 H) ,  7 .51  ( s ,  1 H) ,  
7 .8 5  ( s ,  1 H) ,  10 .40  ( s ,  1 H) .  1 3 C NMR (7 5  MHz,  CDCl 3 )  δ  13 .0 ,  2 1 .3 ,  24 .4 ,  25 .9 ,  4 0 .5 ,  
41 .7 ,  47 .4 ,  51 .1 ,  5 8 .2 ,  73 .9 ,  11 0 .4  (d ,  J C – F  =  7 .7  Hz ,  1 C) ,  1 12 .0  (d ,  J C – F  =  2 4 .8  Hz ,  1 C) ,  
11 4 .7  (d ,  J C – F  =  23 .7  Hz ,  1 C) ,  12 5 .5 ,  1 27 .5  (2 C) ,  1 28 .5 ,  1 2 9 .1  (2 C) ,  13 0 .4  (d ,  J C – F  =  7 .2  
Hz ,  1 C) ,  13 5 .3 ,  13 6 .3 ,  13 7 .0 ,  13 7 .8 ,  1 58 .8  (d ,  J C – F  =  2 39 .3  Hz ,  1 C) ,  1 62 .0 ,  1 77 .2 .  MS m / z  
46 1  (M  +  H) + .  An a l .  C alcd  fo r  C 2 7 H 2 9 FN 4 O 2 ·0 .1 H 2 O:  C,  7 0 .14 ;  H ,  6 .37 ;  N ,  12 .12 .  Fo un d :  
C ,  70 .19 ;  H ,  6 .4 8 ;  N ,  1 2 .0 7 .  
(3 S , 3 'R , 5 'S ) -5 -F luo ro- 5 ' - i so buty l -3 ' -m ethy l -1 ' - ( (1 -methy l -1 H - im id a zo l -4 -




5 '- i so buty l -3 ' -m ethy l -1 ' - ( (1 -methy l -1 H - im id a zo l -4 -y l ) ca rbo ny l ) sp i ro[ indo le -3 ,2 ' -
py rro l id in] -2 (1H ) -o ne  ( 8 9 b) .  Racemate  87  (4 3 0  mg)  was  sep a ra t ed  by  SFC ( JAS CO 
sy s tem,  CHIRAL CEL O D -H (Da ice l )  20  mm  I .D .  × 2 50 mm,  5  μ m,  CO 2 /MeOH =  7 /3  (v /v ) ,  
f lo w r a t e  o f  5 0  mL/min )  to  g iv e  8 9a  ( 1 93  mg ,  45 %,  9 9 .1 %ee ,  r e t en t io n  t ime 2 .0  min )  a s  a  
wh i t e  so l id  an d  8 9 b  (1 89  mg,  44 %,  >9 9 .9 %ee ,  r e t en t ion  t ime  4 .2  min)  a s  a  wh i t e  so l id .  
Ab so lu te  s t e r eo ch emis t ry  was  d e te rmin ed  b y  X - ray  c ry s t a l  s t r u c tu r e  ana ly s i s  ( 8 9 a ,  CCD C 
15 39 9 64 ) .  89 a :  m.p.  1 57 –1 5 9  °C.  1 H NMR (30 0  MHz,  DMSO -d 6 )  δ  0 .5 3  (d ,  J  =  6 .5  Hz ,  
3 H) ,  0 .8 4  (d ,  J  =  6 .3  Hz ,  3 H) ,  0 .8 8  (d ,  J  =  6 .4  Hz ,  3 H) ,  1 .2 1 –1 .35  (m ,  1 H) ,  1 .46 –1 .57  (m,  
1 H) ,  1 .59 – 1 .7 8  (m,  2 H) ,  2 .3 4 – 2 .5 7  (m ,  2 H) ,  3 .6 6  ( s ,  3 H) ,  4 .99 – 5 .1 3  (m ,  1 H) ,  6 .80  (d d ,  J  
=  8 .3 ,  4 .3  Hz ,  1 H) ,  6 .9 7 – 7 .0 8  (m ,  2 H) ,  7 .45  ( s ,  1 H) ,  7 .6 6  ( s ,  1 H) ,  10 .40  ( s ,  1 H) .  1 3 C NM R  
(7 5  MHz,  CD Cl 3 )  δ  1 2 .9 ,  2 1 .3 ,  2 4 .4 ,  25 .9 ,  3 3 .6 ,  4 0 .4 ,  4 1 .8 ,  47 .3 ,  5 8 .2 ,  7 4 .0 ,  1 10 .5  (d ,  J C –
F  =  8 .3  Hz ,  1 C) ,  1 1 2 .0  (d ,  J C – F  =  2 4 .8  Hz ,  1 C) ,  11 4 .7  (d ,  J C – F  =  2 3 .7  Hz ,  1 C) ,  1 26 .2 ,  1 3 0 .4  
(d ,  J C – F  7 . 2  Hz ,  1 C) ,  13 6 .8 ,  13 7 .0  (d ,  J C – F  =  2 .2  Hz ,  1 C) ,  13 7 .8 ,  1 58 .7  (d ,  J C – F  =  2 38 .8  Hz ,  
1 C) ,  1 6 2 .1 ,  17 7 .4 .  MS m / z  3 8 5  (M  +  H) + .  [ ] D 2 5  = −0 .5 °  ( c  =  0 .5 ,  MeOH) .  An a l .  Calcd  fo r  
C 2 1 H 2 5 FN 4 O 2 ·0 .6 H 2 O:  C,  6 3 .8 1 ;  H ,  6 .68 ;  N ,  14 .17 .  Fo un d :  C ,  6 3 .8 5 ;  H ,  6 .83 ;  N ,  1 3 .8 7 .  
89 b:  m.p .  1 5 7– 15 9  °C .  MS m / z  3 8 5  (M  +  H) + .  [ ] D 2 5  =  +1 .0 °  ( c  =  0 .5 ,  MeOH) .  An a l .  
Calcd  fo r  C 2 1 H 2 5 F N 4 O 2 ·0 .7 H 2 O:  C,  63 .52 ;  H ,  6 .6 8 ;  N ,  14 .17 .  Fo u nd :  C ,  63 .65 ;  H ,  6 .8 4 ;  N ,  
13 .98 .  
An a ly t i ca l  SFC co n d i t ion  fo r  d e te rmina t io n  o f  %ee  v a lu es  o f  89 a  an d  8 9 b ,  Wa te r s  sy s t em,  
CHIRALCEL OD -H (Da ice l )  4 .6  mm  I .D .  ×  1 50 mm,  5  μ m,  CO 2 /Me OH = 7 /3  (v /v ) ,  f l o w 
r a t e  o f  2 .5  mL/min .  
(3 S , 3 'R , 5 'S ) -1 ' - ( (1 -Benzy l -1 H - im ida zo l -4 -y l ) ca rbo ny l ) -5 - f luoro -5 ' - i so buty l -3 ' -
methy l sp iro [ indo le -3 ,2 ' -py rro l id in] -2 (1 H ) -o n e  (9 0 a)  a nd  (3 R , 3 'S ,5 'R ) -1 ' - ( (1 -benzy l -
1H - im ida zo l -4 -y l ) ca rbo ny l) -5 - f luo ro-5 ' - i so buty l -3 ' -m ethy l sp iro [ indo le -3 ,2 ' -
py rro l id in] -2 (1H ) -o ne  ( 9 0 b) .  Racemate  8 8  ( 24 0  mg)  was  sep ara t ed  b y  HPLC (YMC K -
prep  sy s t em,  CHIRAL P AK AD (Da ice l )  5 0  mm  I .D .  × 5 00  mm,  20  μ m,  E tOH,  f lo w r a t e  o f  
60  mL/min . )  to  g iv e  9 0a  ( 1 05  mg ,  44 %,  9 9 .9 %ee ,  r e t en t io n  t ime 1 5 .3  min )  a s  a  wh i t e  
so l id  an d  9 0 b  ( 10 0  mg,  4 2 %,  >9 9 .9 %ee ,  r e t en t io n  t ime  1 0 .2  min )  a s  a  wh i t e  so l id .  
Ab so lu te  s t e r eo ch emis t ry  was  d e te rmin ed  b y  X - ray  c ry s t a l  s t r u c tu r e  ana ly s i s  ( 9 0 a ,  CCD C 




3 H) ,  0 .8 1  (d ,  J  =  6 .3  Hz ,  6 H) ,  1 .22 –1 .45  (m ,  2 H) ,  1 .5 5 – 1 .7 7  (m ,  2 H) ,  2 .29 –2 .49  (m ,  2 H) ,  
4 .9 3– 5 .0 5  (m,  1 H) ,  5 .2 3  ( s ,  2 H) ,  6 .7 9  (d d ,  J  =  7 .9 ,  4 .3  Hz ,  1 H) ,  6 .9 7 – 7 .0 8  (m,  2 H) ,  7 .2 2  
(d ,  J  =  7 .2  Hz ,  2 H) ,  7 .2 6 –7 .40  (m ,  3 H) ,  7 .5 1  ( s ,  1 H) ,  7 .86  ( s ,  1 H) ,  10 .41  ( s ,  1 H) .  1 3 C  
NMR (7 5  MHz,  CDCl 3 )  δ  1 2 .9 ,  2 1 .3 ,  24 .4 ,  25 .9 ,  4 0 .5 ,  4 1 .8 ,  4 7 .4 ,  5 1 .1 ,  5 8 .2 ,  7 3 .9 ,  1 10 .4  
(d ,  J C – F  =  7 .7  Hz ,  1 C) ,  11 1 .9  (d ,  J C – F  =  2 4 .8  Hz ,  1 C) ,  1 14 .8  (d ,  J C – F  =  23 .7  Hz,  1 C) ,  12 5 .4 ,  
12 7 .5  (2 C) ,  1 28 .6 ,  1 29 .1  (2 C) ,  1 3 0 .4  (d ,  J C – F  =  7 .2  Hz ,  1 C) ,  1 35 .3 ,  13 6 .3 ,  13 6 .9 ,  13 7 .8 ,  
15 8 .8  (d ,  J C – F  =  23 9 .3  Hz ,  1 C) ,  16 2 .0 ,  17 7 .3 .  MS m / z  4 6 1  (M  +  H) + .  [ ] D 2 5  = −1 6 .9 °  ( c  =  
0 .5 ,  MeOH) .  C 2 7 H 2 9 FN 4 O 2 ·0 .5 H 2 O:  C,  6 9 .0 6 ;  H ,  6 .4 4 ;  N ,  1 1 .9 3 .  Fo un d :  C ,  6 9 .3 6 ;  H ,  6 .5 4 ;  
N ,  1 1 .8 5 .  9 0 b:  m.p .  12 7– 12 9  °C.  MS m / z  4 6 1  (M  +  H) + .  [ ] D 2 5  =  +1 9 .2 °  ( c  =  0 .5 ,  MeOH).  
An a l .  Calcd  fo r  C 2 7 H 2 9 FN 4 O 2 ·0 .4 H 2 O:  C,  6 9 .3 3 ;  H ,  6 .4 2 ;  N ,  12 .02 .  Fo un d :  C ,  6 9 .4 5 ;  H ,  
6 .4 9 ;  N,  11 .88 .  
An a ly t i ca l  HPLC co n d i t ion  for  d e termin a t ion  of  %ee  v a lu es  o f  9 0a  and  90 b ,  Wa te r s  
sy s t em,  CHIRALCEL A D -H (Da ice l )  4 .6  mm  I .D .  ×  2 50 mm,  5  μ m,  EtOH/d ie thy lamin e  =  
10 00 /1  (v /v ) ,  f l o w r a t e  o f  0 .5  mL/min .  
4-Az ido -1-m ethy l -6-o x o-1 ,6 -d ihy dro py r id ine -3 -ca rbo x y l i c  ac id  (9 2 a) .  A  mix tu re  o f  91 a  
(Wal l ace  e t  a l . ,  2 0 06 )  (3 .25  g ,  1 5 .1  mmo l)  an d  sod iu m az id e  (1 .9 6  g ,  3 0 .1  mmo l)  in  DMF  
(3 2  mL)  was  h ea ted  to  55 °C an d  s t i r r ed  fo r  5  d .  The  r eac t ion  mix ture  was  d i lu t ed  wi th  
sa tu r a t ed  aq u eo u s  NaHCO 3  and  sa tu r a t ed  aqu eou s  Na 2 CO 3 ,  an d  th e  mix tu re  was  ex t rac t ed  
wi th  E tOAc .  Th e  o rg an ic  l ay er  was  sep ara t ed ,  wash ed  wi th  wa te r  and  b r in e ,  d r i ed  o v er  
anh yd rou s  Na 2 SO 4 ,  and  co n cen t r a t ed  to  a f fo rd  e th y l  4 - az id o-1-me thy l -6 -o xo -1 ,6 -
d ih y dro py r id in e -3- ca rb ox y la t e  (6 .6 0  g )  a s  a  c rud e  prod u c t .  Th e  cru d e  (6 .6 0  g )  an d  l i t h iu m 
hy d ro x ide  mo n oh y dra te  (2 .1 8  g ,  5 2 .0  mmo l )  in  E tOH (3 0  mL)  and  wa ter  (3 0  mL)  was  
s t i r r ed  a t  r oo m temp era tu r e  fo r  4  h .  Th e  r eac t ion  mix tu re  w as  ac id i f i ed  wi th  co n c .  
hy d ro ch lo r i c  ac id  to  p H 2 .  Th e  r e su l t an t  p r ec ip i t a t e  so l id  was  co l l ec t ed  b y  f i l t r a t ion  to  
a f fo rd  9 2a  ( 2 .0 8  g ,  7 1 % fo r  2  s t ep s )  a s  a  y e l lo w  so l id .  1 H NMR (4 0 0  MHz,  DMSO-d 6 )  δ  
3 .4 6  ( s ,  3 H) ,  6 .1 6  ( s ,  1 H) ,  8 .4 5  ( s ,  1 H) .  1 H was  no t  o b se rv ed .  MS m / z  1 9 5  (M +  H) + .  
4-Az ido -1-benzy l -6 -o x o-1 ,6 -d ihy dro py r id ine -3 -ca rbo x y l i c  a c id  (9 2 b) .  To  a  so lu t io n  o f  
91 b  (Ka i  e t  a l . ,  20 1 2 )   (1 0 .5  g ,  36 .0  mmo l )  in  DMF (10 0  m L)  was  add ed  sod iu m az id e  
(4 .75  g ,  7 3 .1  mmo l )  a t  ro o m temp era tu r e .  Th e  mix tu re  was  s t i r r ed  a t  60 °C fo r  2  d ,  coo led  




sep a ra t ed ,  wash ed  wi th  wa te r  an d  b r in e ,  d r i ed  ov e r  Na 2 SO 4 ,  an d  con cen t r a t ed  to  g ive  
e thy l  4 -az id o-1 -b en zy l -6 -ox o -1 ,6 -d ihy d ro py r id in e -3- ca rb o xy la t e  (1 0 .7  g )  a s  a  c ru d e  
pro du c t .  To  a  so lu t ion  of  th e  c ru d e  (10 .7  g )  in  THF (5 0  m L)  and  E tOH (5 0  m L)  was  ad d ed  
1 M NaOH ( 43  mL,  4 3 .0  mmo l )  a t  r oo m temp era tu r e .  Th e  mix tu re  was  s t i r r ed  a t  ro o m  
temp era tur e  fo r  1  h ,  and  THF was  r emo v ed  by  ev ap o ra t io n .  Th e  r e s id u a l  so lu t io n  was  
coo led  to  0 °C  an d  ac id i f i ed  wi th  1 M HCl  to  p H 2 .  Th e  r e su l t an t  p r ec ip i t a t e d  so l id  was  
co l l ec t ed  b y  f i l t r a t io n ,  wash ed  wi th  wa te r ,  an d  d r i ed  to  g iv e  92 b  ( 9 .2 0  g ,  9 5 % for  2  s t ep s )  
a s  a  y e l lo w so l id .  1 H NMR (3 00  MHz,  DMS O -d 6 )  δ  5 .1 8  ( s ,  2 H) ,  6 .2 4  ( s ,  1 H) ,  7 .2 5– 7 .4 1  
(m ,  5 H) ,  8 .5 8  ( s ,  1 H) ,  12 .92  (b r s ,  1 H) .  MS m / z  24 3  (M−N 2 +H) + .  
4-Am ino -1 -m ethy l -6 -o xo -1 ,6 -d ihy dro py r id ine -3 -carba ldehy de  (9 3 a) .  To  a  m ix tu re  o f  
92 a  (7 0 0  mg ,  3 .6 1  mmo l ) ,  N ,O -d ime th y lhy dro xy lamin e  h y dro ch lo r id e  ( 70 0  mg ,  7 .2 1  
mmo l )  and  DIPEA ( 3 .7 7  mL ,  2 1 .6  mmo l)  in  DMF (5  mL)  was  ad d ed  T 3 P (50 % in  e th y l  
ace ta t e ,  4 .28  mL,  7 .21  mmo l )  d ro p wise  a t  0 °C .  Th e  r eac t ion  mix tu re  was  warmed  to  roo m 
temp era tur e  an d  s t i r red  fo r  1 6  h .  Th e  r eac t ion  mix tu re  was  d i lu t ed  wi th  wa ter  an d  th e  
mix tu re  was  ex t r ac t ed  wi th  CH 2 Cl 2 /MeOH (1 0 /1) .  Th e  o rg an ic  l aye r  was  sep a ra t ed ,  
wash ed  wi th  b r in e ,  d r i ed  wi th  anh y dro u s  Na 2 SO 4 ,  f i l t e r ed  and  con cen t r a t ed  to  a f fo rd  4 -
az ido -N -me tho xy -N , 1 -d ime thy l -6 -o xo -1 ,6 -d ihy dro py r id in e -3- ca rb o x amid e  (8 00  mg )  a s  a  
c ru d e  prod u c t .  To  a  so lu t ion  o f  th e  c rud e  (80 0  mg )  in  THF (2 0  mL)  was  ad d ed  L iAlH 4  
(3 8 4  mg ,  10 .1  mmo l )  p or t io n wise  a t  0 °C u n d e r  N 2 .  Th e  r eac t ion  mix ture  was  warmed  to  
ro o m temp era tu r e  an d  s t i r r ed  fo r  2  h .  Th e  r eac t ion  mix tu re  was  p ou red  in to  sa tu r a t ed  
aqu eou s  NH 4 Cl  a t  0 °C  an d  th e  mix tu re  was  ex t r ac t ed  wi th  CH 2 Cl 2 /MeOH (1 0 /1) .  Th e  
org an ic  l ay er  was  sep a ra t ed ,  wash ed  wi th  b r in e  (3 0  mL) ,  d r i ed  o v e r  an hy d ro u s  Na 2 SO 4 ,  
and  con cen t r a t ed .  Th e  r e s id u e  was  pu r i f i ed  b y  p r ep a ra t iv e  TLC on  s i l i ca  g e l  
(CH 2 Cl 2 /MeOH =  10 /1 )  to  a f fo rd  9 3a  ( 1 30  mg ,  2 4 % for  2  s t ep s )  a s  a  y e l lo w so l id .  1 H 
NMR (40 0  MHz,  DMSO -d 6 )  δ  3 .38  ( s ,  3 H) ,  5 .2 9  ( s ,  1 H) ,  7 .05  (b r s ,  2 H ) ,  8 .3 5  ( s ,  1 H) ,  9 .4 4  
( s ,  1 H) .  MS m / z  15 3  (M +  H) + .  
4-Am ino -1 -benzy l -6 -o xo -1 ,6 -d ihy dro py r id ine -3 -carba ldehy de  (9 3 b) .  To  a  so lu t ion  of  
92 b  ( 9 .1 9  g ,  34 .0  mmo l ) ,  N ,O -d ime thy lh yd rox y lamin e  hy d ro ch lor id e  ( 4 .98  g ,  5 1 .0  mmo l ) ,  
HOBt  H 2 O (7 .8 1  g ,  5 1 .0  mmo l ) ,  an d  EDC HCl  (9 .7 8  g ,  5 1 .0  mmo l )  in  DMF (1 20  m L)  was  




t emp era tur e  fo r  3  d ay s .  Th e  r eac t ion  mix ture  was  co ncen t r a t ed  to  on e - fo ur th  vo lu me ,  
d i lu t ed  wi th  wa te r ,  an d  ex t r ac t ed  wi th  E tOA c .  Th e  o rg an ic  l ay e r  w as  sep a ra t ed ,  wash ed  
wi th  5 % aq u eo u s  c i t r i c  ac id ,  wa te r ,  5 % aq u eou s  NaHCO 3 ,  wa te r ,  and  b r in e ,  d r i ed  ov e r  
Na 2 SO 4 ,  an d  co n cen t r a t ed .  Th e  r e s idu e  was  p u r i f i ed  by  s i l i ca  g e l  co l umn  chro ma to g rap hy  
(h ex an e /E tOAc  =  50 /5 0  to  0 /1 0 0)  to  g iv e  4 - az ido -1-b en zy l -N -me th ox y -N -me th y l -6 -ox o -
1 ,6 -d ih yd rop y r id in e -3 - ca rb ox amid e  (9 .00  g ,  8 4 %)  a s  a  y e l lo w so l id .  1 H NMR (3 0 0  MHz,  
DMSO-d 6 )  δ  3 .19  ( s ,  3 H) ,  3 .5 2  ( s ,  3 H) ,  5 .09  ( s ,  2 H) ,  6 .29  ( s ,  1 H) ,  7 .23 – 7 .4 1  (m ,  5 H) ,  
8 .1 0  ( s ,  1 H) .  MS m / z  3 14  (M +  H) + .  
To  a  su sp en s ion  o f  L iAlH 4  ( 8 07  mg ,  21 .3  mmo l )  in  THF (30  m L)  was  ad d ed  drop wise  a  
so lu t ion  of  4 - az ido -1-b en zy l -N -me th ox y -N -me th y l -6 -ox o -1 ,6 -d ihy d ro py r id in e -3 -
ca rb ox amid e  (3 .3 3  g ,  1 0 .6  mmo l)  in  THF (3 0  m L)  a t  0 °C.  Th e  mix tu re  was  s t i r r ed  a t  0 °C  
fo r  0 .5  h  an d  q u en ch ed  wi th  E tOH in  THF a t  0 °C.  To  th e  mix ture  was  add ed  E tOAc  an d  
sa tu r a t ed  aq u eo u s  po t a ss iu m so d ium (+ ) - t a r t a r a t e  a t  0 °C.  Th e  mix tu re  was  f i l t e r ed  
th ro ug h  a  p ad  o f  Ce l i t e ,  and  th e  f i l t ra t e  w as  ex t r ac t ed  wi th  E tOAc .  Th e  org an ic  l aye r  was  
sep a ra t ed ,  wash ed  wi th  wa te r  an d  br in e ,  d r i ed  o v e r  Na 2 SO 4 ,  p a ssed  th ro ug h  a  sh or t  
co lu mn ( s i l i ca  g e l ,  E tOAc) ,  and  co n cen t r a t ed  to  g ive  93 b  ( 1 .6 4  g ,  68 %)  a s  a  y e l lo w so l id .  
1 H NMR (3 0 0  MHz,  DMSO -d 6 )  δ  5 .0 6  ( s ,  2 H) ,  5 .32  ( s ,  1 H) ,  7 .1 0  ( s ,  2 H) ,  7 .2 4 –7 .38  (m ,  
5 H) ,  8 .4 9  (1 H,  s ) ,  9 .4 7  (1 H,  s ) .  MS m / z  22 9  (M +  H) + .  
6-Benzy l -3 - (3 - ( (4 -m etho xy benzy l )ox y )pheny l ) -4 ,6 -d ihy dro py r ido [4 ,3 -d ]py r im id ine -
2 ,7 (1 H , 3H ) -d io ne  (9 6 ) .  To  a  m ix tu re  o f  9 5 b  ( 51 0  m g ,  2 . 22  mmo l )  an d  9 3 b  ( 4 60  m g,  2 .0 1  
mmo l )  in  THF (1 0  mL)  was  ad d ed  T i ( i -P rO) 4  ( 0 .8 9  mL ,  3 .0  mmo l )  a t  r oo m temp era tu r e  
un d er  N 2 .  Th e  r eac t io n  mix ture  was  h ea ted  to  5 0 °C an d  s t i r r ed  fo r  1 6  h .  To  th e  r eac t io n  
mix tu re  was  add ed  NaBH(OAc) 3  ( 1 .7 0  g ,  8 .0 2  mmo l ) ,  an d  th e  r eac t io n  mix ture  was  s t i r r ed  
a t  50 °C fo r  1 8  h .  Th e  r eac t ion  mix tu re  was  co n cen t r a t ed ,  and  t h e  r e s idu e  was  p ur i f i ed  b y  
s i l i ca  g e l  co lu mn ch ro ma to g rap h y  (CH 2 Cl 2 /M eOH = 10 0 / 1  to  2 0 /1 )  to  a f fo rd  4 - amino -1-
b en zy l -5 - ( ( (3 - ( (4 -me th ox yb en zy l )o xy )ph eny l ) amin o )me th y l )p y r id in -2(1 H ) -o n e  ( 70 0  mg ,  
79 %)  a s  a  y e l lo w  so l id .  1 H NMR (4 00  MHz,  DMSO -d 6 )  δ  3 . 75  ( s ,  3 H) ,  3 .89  (d ,  J  =  5 .6  Hz,  
1 H) ,  4 .0 6 –4 .08  (m ,  1 H) ,  4 .8 6 – 4 .9 2  (m,  4 H) ,  5 .35 –5 .43  (m ,  1 H) ,  5 .88 – 5 .9 3  (m ,  2 H) ,  6 .1 7–
6 .3 3  (m ,  3 H) ,  6 .90 –6 .9 6  (m ,  3 H) ,  7 .04 –7 .08  (m ,  1 H) ,  7 .1 6 –7 .28  (m,  5 H) ,  7 .3 0 – 7 .3 4  (m ,  




To  a  4 - amin o -1 -b enzy l -5 - ( ( (3 - ( (4 -me tho xy b en zy l )o x y)p hen y l )amin o )me th y l )p y r id in -
2(1 H ) -o n e  (4 .64  g ,  1 0 .5  mmo l )  and  CDI  (8 .5 2  g ,  52 .6  mmo l )  in  THF  (15 0  m L)  was  ad d ed  
DBU (7 .9 2  m L,  5 2 .6  mmo l )  a t  ro o m temp era tu r e .  Th e  mix tu re  was  s t i r r ed  a t  r oo m 
temp era tur e  o v e rn ig h t .  Th e  r eac t io n  mix ture  was  d i lu t ed  wi th  E tOA c ,  ac id i f i ed  wi th  5 %  
c i t r i c  ac id ,  an d  ex t r ac t ed  wi th  E tOAc .  Th e  org an ic  l ay e r  was  sep a ra t ed ,  wash ed  wi th  
wa te r ,  b r in e ,  d r i ed  ov e r  Na 2 SO 4 ,  and  con cen t r a t ed .  Th e  r e s id u e  was  pu r i f i ed  b y  s i l i ca  g e l  
co lu mn  ch roma to graph y  (E tOAc/MeOH =  1 0 0 /0  to  8 8 /1 2 )  to  g iv e  9 6  ( 4 .2 0  g ,  8 5 %)  a s  a  
wh i t e  so l id .  1 H NMR ( 30 0  MHz,  DMSO -d 6 )  δ  3 .7 5  ( s ,  3 H) ,  4 .5 9  ( s ,  2 H) ,  5 .0 0  (b r s ,  2 H) ,  
5 .0 1  (b r s ,  2 H) ,  5 .7 4  ( s ,  1 H) ,  6 .8 5– 6 .9 8  (m ,  4 H) ,  7 .0 0  ( s ,  1 H) ,  7 .2 4– 7 .40  (m ,  8 H) ,7 .68  ( s ,  
1 H) ,  9 .9 7  ( s ,  1 H) .  MS m / z  4 68  (M + H) + .  
6-Benzy l -3 - (3 -hy drox y pheny l ) -4 ,6 -d ihy dro py r ido [4 ,3 -d ]py r im id ine -2 ,7 (1 H , 3H ) -d io ne  
(9 7 ) .  To  a  m ix tu re  o f  96  ( 30 0  mg ,  0 .6 4 2  mmo l )  and  an i so le  (69 7  μ L,  6 .4 2  mmo l )  was  
add ed  TFA (3 .0  m L,  39  mmo l)  a t  r o om te mp era tur e .  Th e  mix tu re  was  s t i r r ed  roo m 
temp era tur e  fo r  1  h ,  d i lu t ed  wi th  E tOAc  an d  b as i f i ed  wi th  5 % aq u eo u s  NaHCO 3 ,  an d  
ex t r ac t ed  wi th  E tOAc .  Th e  org an ic  l ay e r  was  sep ara t ed ,  wash ed  wi th  wa te r  and  b r in e ,  
d r i ed  ov e r  Na 2 SO 4 ,  an d  con cen t r a t ed .  Th e  r e s idu a l  so l id  was  su sp end ed  in  h ex an e /E tOAc  
(4 /1 ) ,  co l l ec t ed  b y  f i l t r a t ion ,  wash ed  wi th  h ex ane /E tOAc  (4 /1 ) ,  an d  d r i ed  to  g iv e  9 7  ( 2 23  
mg ,  q u an t . )  a s  a  wh i t e  so l id .  1 H NMR ( 30 0  MHz,  DMSO-d 6 )  δ  4 .55  ( s ,  2 H) ,  5 .00  ( s ,  2 H) ,  
5 .7 3  ( s ,  1 H) ,  6 .63  (d ,  J  =  8 .0  Hz ,  1 H) ,  6 .7 0 –6 .77  (m ,  2 H) ,  7 .15  ( t ,  J  =  8 .3  Hz ,  1 H) ,  7 .22 –
7 .4 0  (m ,  5 H) ,  7 .6 8  ( s ,  1 H) ,  9 .5 1  ( s ,  1 H) ,  9 .9 3  ( s ,  1 H) .  MS m / z  3 48  (M +  H) + .  
 (± ) -Methy l  (3 S , 3 'R , 5 'S ) -5 ' - i so buty l -2 -ox o -1 ,2 -d ihy dro sp iro [ indo le -3 ,2 ' -py rro l id ine ] -
3 ' - ca rbox y late  (1 0 0a ) .  A mix tu re  o f  1 H - in do le -2 ,3 -d ion e  9 9 a  (8 .70  g ,  59 .1  mmo l ) ,  DL -
leu c in e  (7 .7 6  g ,  5 9 .1  mmo l ) ,  an d  me th y l  ac ry la t e  (5 .32  mL,  5 9 .1  mmo l)  in  THF (16 0  mL)  
and  wa te r  ( 40  mL)  was  r e f lu x ed  for  2  h .  Th e  mix tu re  was  co n cen t r a t ed  an d  su sp end ed  in  
wa te r ,  and  th e  mix tu re  was  ex t r ac t ed  wi th  E tOAc .  Th e  o rg an ic  l aye r  was  sep ara t ed ,  
wash ed  wi th  wa te r  an d  b r ine ,  d r i ed  ov e r  Na 2 SO 4  and  con cen t r a t ed .  Th e  r e s id u e  was  
pu r i f i ed  b y  NH -s i l i ca  g e l  co lum n  ch ro ma tog raph y  (h ex an e /E tOAc =  9 5 /5  to  2 0 /80 )  to  g iv e  
10 0a  (1 2 .4  g ,  6 9 %)  a s  a  wh i t e  so l id .  1 H NMR (3 0 0  MHz,  CDCl 3 )  δ  0 . 95  ( t ,  J  =  6 .6  Hz ,  




( s ,  3 H) ,  3 .5 5  (dd ,  J  =  11 .9 ,  7 .0  Hz,  1 H) ,  3 .6 3 – 3 .8 0  (m ,  1 H) ,  6 .8 2  (d ,  J  =  7 .7  Hz ,  1 H) ,  
6 .9 5– 7 .0 6  (m ,  1 H) ,  7 .1 2 – 7 .2 4  (m ,  2 H) ,  7 .68  (b r s ,  1 H) .  MS m / z  30 3  (M  +  H) + .  
(± ) -Methy l  ( 3 S ,3 'R , 5 'S ) -5 ' - i so buty l -1 -methy l -2 -ox o -1 ,2 -d ihy dro sp iro [ indo le -3 ,2 ' -
py rro l id ine ] -3 ' - ca rbo x y la te  (1 00 b) .  Co mpo u nd  10 0 b  was  p r ep a red  f ro m 1 -me th y l -1 H -
ind o le -2 ,3 -d ion  9 9 b  in  a  s im i l a r  man n e r  to  th a t  d esc r ib ed  fo r  th e  sy n th es i s  o f  comp ou n d 
10 0a  an d  ob ta in ed  in  8 5 % y ie ld  a s  a  wh i t e  so l id .  1 H NMR (3 0 0  MHz,  CDC l 3 )  δ  0 .9 4  ( t ,  J  
=  6 .4  Hz ,  6 H) ,  1 .37 – 1 .53  (m ,  2 H) ,  1 .64 – 1 .7 9  (m ,  1 H) ,  1 .9 7 – 2 .1 4  (m ,  2 H) ,  2 .37  (d d d ,  J  =  
12 .4 ,  7 .1 ,  5 .3  Hz ,  1 H) ,  3 .1 7  ( s ,  3 H) ,  3 .2 1  ( s ,  3 H) ,  3 .4 7 – 3 .5 9  (m ,  1 H) ,  3 .66 – 3 .8 0  (m ,  1 H) ,  
6 .7 8  (d ,  J  =  7 .7  Hz ,  1 H) ,  6 .98 –7 .06  (m ,  1 H) ,  7 .1 4 – 7 .2 0  (m ,  1 H) ,  7 .23 –7 .30  (m ,  1 H) .  MS 
m / z  3 17  (M  + H) + .  
(± ) -Methy l  ( 3 S , 3 'R , 5 'S ) -5 ' -m ethy l -2 -ox o -1 ,2 -d ihy dro sp iro [ indo le -3 ,2 ' -py rro l id ine ] -3 ' -
carbo x y la te  ( 10 0 c ) .  Comp ou nd  1 00 c  was  p r ep ared  f ro m co mpo u nd  9 9a  an d  DL-a lan in e  in  
a  s im i l a r  man n er  to  th a t  desc r ib ed  fo r  th e  sy n th es i s  o f  comp ou n d 1 00 a  an d  o b ta in ed  in  
42 % y ie ld  a s  a  wh i t e  s o l id .  1 H NMR (3 00  MHz,  CD Cl 3 )  δ  1 .3 2  (d ,  J  =  6 .1  Hz ,  3 H) ,  1 .9 7 –
2 .1 4  (m ,  2 H) ,  2 .3 5  (d dd ,  J  =  1 2 .4 ,  7 .1 ,  5 .1  Hz ,  1 H) ,  3 .1 9  ( s ,  3 H) ,  3 .5 1 – 3 .6 4  (m,  1 H) ,  
3 .6 6– 3 .8 9  (m ,  1 H) ,  6 .8 3  (d ,  J  =  7 .7  Hz ,  1 H) ,  6 .9 6 – 7 .0 4  (m ,  1 H) ,  7 .1 4 – 7 .2 4  (m ,  2 H) ,  7 .85  
(b r s ,  1 H) .  MS m / z  2 61  (M  +  H) + .  
(± ) -Methy l  (3 S , 3 'R , 5 'R ) -5 ' -benzy l -2 -o xo -1 ,2 -d ihy dro sp iro [ indo le -3 ,2 ' -py rro l id ine ] -3 ' -
carbo x y la te  ( 1 00 d) .  Co mpo un d 1 00 d  was  p r ep a red  f ro m compo un d 9 9a  an d  DL -
ph eny la l an in e  in  a  s im i l a r  man n er  to  th a t  d es c r ib ed  fo r  th e  syn th es i s  o f  co mpo un d  10 0 a  
and  ob ta in ed  in  8 7 % y ie ld  a s  a  wh i t e  so l id .  1 H NMR (3 0 0  MHz,  CD Cl 3 )  δ  2 .1 0– 2 .3 3  (m,  
3 H) ,  2 .8 2– 3 .0 3  (m ,  2 H) ,  3 .17  ( s ,  3 H) ,  3 .5 1  (dd ,  J  =  1 1 .6 ,  7 .4  Hz ,  1 H) ,  3 .8 8 – 4 .0 1  (m ,  1 H) ,  
6 .8 1  (d ,  J  =  7 .7  Hz ,  1 H) ,  6 .92 –7 .05  (m ,  2 H) ,  7 .1 4 –7 .33  (m ,  6 H) ,  7 .90  ( s ,  1 H) .  MS m / z  3 3 7  
(M +  H) + .  
(± ) -Methy l  ( 3 S , 3 'R , 5 'S ) -4 - f luo ro -5 ' - i s o buty l -2 -o x o-1 ,2 -d ihy dro sp iro [ indo le -3 ,2 ' -
py rro l id ine ] -3 ' - ca rbo x y la te  ( 1 00 e ) .  Comp ou nd  10 0 e  was  p r epa red  f ro m 4 - f lu oro -1 H -
ind o le -2 ,3 -d ion e  9 9 c  and  DL - leu c in e  in  a  s im i l a r  mann e r  to  th a t  d esc r ib ed  fo r  the  
sy n th es i s  o f  co mp ou n d  1 00 a  and  o b ta i n ed  in  70 % y ie ld  a s  a  y e l lo w so l id .  1 H NMR (4 00  




(m ,  1 H) ,  2 .1 1 – 2 .2 2  (m ,  1 H) ,  2 .9 1 – 3 .0 4  (m ,  1 H) ,  3 .1 5  ( s ,  3 H) ,  3 .38 –3 .42  (m,  1 H) ,  3 .4 4 –
3 .4 9  (m ,  1 H) ,  6 .6 0 –6 .6 9  (m ,  2 H) ,  7 .1 5 –7 .23  (m ,  1 H) ,  1 0 .5 1  ( s ,  1 H) .  MS m / z  3 21  (M + H) + .  
(± ) -Methy l  ( 3 S , 3 'R , 5 'S ) -5 - f luo ro -5 ' - i s o buty l -2 -o x o-1 ,2 -d ihy dro sp iro [ indo le -3 ,2 ' -
py rro l id ine ] -3 ' - ca rbo x y la te  (10 0f ) .  Co mpo u nd  1 00 f  was  p r ep a red  f ro m 5 - f luo ro -1 H -
ind o le -2 ,3 -d ion e  9 9 d  and  DL- leu c in e  in  a  s im i l a r  man ne r  to  th a t  d esc r ib ed  fo r  th e  
sy n th es i s  o f  comp ou n d  1 0 0a  and  ob ta i n ed  in  63 % y ie ld  a s  a  wh i t e  so l id .  1 H NMR (3 00  
MHz,  CD Cl 3 )  δ  0 . 90 – 0 .99  (m ,  6 H) ,  1 .3 5 – 1 .5 6  (m ,  2 H) ,  1 .6 5 –1 .80  (m ,  1 H) ,  1 .9 3 – 2 .1 4  (m ,  
2 H) ,  2 .37  (dd d ,  J  =  1 2 .4 ,  7 .0 ,  5 .1  Hz ,  1 H) ,  3 .2 7  ( s ,  3 H) ,  3 .47 – 3 .6 1  (m ,  1 H) ,  3 .65 – 3 .8 4  (m ,  
1 H) ,  6 .7 3– 6 .8 1  (m ,  1 H) ,  6 .86 –6 .96  (m,  2 H) ,  7 .99  ( s ,  1 H) .  MS m / z  32 1  (M  +  H) + .  
(± ) -Methy l  (3 S , 3 'R , 5 'S ) -5 - ch lo ro-5 ' - i so buty l -2 -ox o -1 ,2 -d ihy d ro sp iro [ indo le -3 ,2 ' -
py rro l id ine ] -3 ' - ca rbo x y la te  ( 10 0g ) .  Co mp o u nd  1 00 g  was  p r ep a red  f ro m 5 -ch loro -1 H -
ind o le -2 ,3 -d ion e  9 9 e  and  DL - leu c in e  in  a  s im i l a r  mann e r  to  th a t  d esc r ib ed  fo r  the  
sy n th es i s  o f  comp ou n d  1 0 0a  and  ob ta in ed  in  47 % y ie ld  a s  a  wh i t e  so l id .  1 H NMR (3 00  
MHz,  CDCl 3 )  δ  0 .9 5  (dd ,  J  =  6 .3 ,  5 .7  Hz ,  6 H) ,  1 .3 8 – 1 .5 6  (m ,  2 H) ,  1 .6 0 –1 .78  (m ,  1 H) ,  
1 .9 5– 2 .1 2  (m ,  2 H) ,  2 .30 –2 .43  (m ,  1 H) ,  3 .2 8  ( s ,  3 H) ,  3 .53  (d d ,  J  =  1 1 .9 ,  7 .0  Hz ,  1 H) ,  
3 .6 7– 3 .8 1  (m ,  1 H) ,  6 .7 6  (d ,  J  =  8 .2  Hz ,  1 H) ,  7 .1 5  (d ,  J  =  2 .1  Hz ,  1 H) ,  7 .1 9  (d d ,  J  =  8 .4 ,  
2 .1  Hz ,  1 H) ,  7 .6 4  ( s ,  1 H) .  MS m / z  3 3 7  (M  +  H) + .  
(± ) -Methy l  ( 3 S , 3 'R , 5 'S ) -6 - f luo ro -5 ' - i s o buty l -2 -o x o-1 ,2 -d ihy dro sp iro [ indo le -3 ,2 ' -
py rro l id ine ] -3 ' - ca rbo x y la te  ( 10 0 h) .  Comp ou nd  1 00 h  was  p r ep a red  f ro m 6 - f luo ro -1 H -
ind o le -2 ,3 -d ion e  9 9f  and  DL - leu c in e  in  a  s im i l a r  man n e r  to  th a t  d esc r ib ed  fo r  th e  
sy n th es i s  o f  co mp ou n d  1 00 a  and  o b ta in ed  in  64 % y ie ld  a s  a  y e l lo w so l id .  1 H NMR (4 00  
MHz,  DMSO -d 6 )  δ  0 . 8 6– 0 .9 1  (m ,  6 H) ,  1 .31 – 1 .4 5  (m ,  2 H) ,  1 .6 1 –1 .6 9  (m ,  1 H) ,  1 .7 9 –1 .89  
(m ,  1 H) ,  2 .1 6 – 2 .2 3  (m ,  1 H) ,  2 .9 3– 2 .9 6  (m ,  1 H) ,  3 .1 2  ( s ,  3 H) ,  3 .28 –3 .32  (m,  1 H) ,  3 .4 2 –
3 .5 3  (m ,  1 H) ,  6 .55 –6 .6 1  (m ,  1 H) ,  6 .66 –6 .74  (m ,  1 H) ,  7 .0 1 –7 .09  (m,  1 H) ,  10 .45  ( s ,  1 H) .  
MS m / z  3 21  (M + H) + .  
(± ) -Methy l  ( 3 S , 3 'R , 5 'S ) -7 - f luo ro -5 ' - i s o buty l -2 -o x o-1 ,2 -d ihy dro sp iro [ indo le -3 ,2 ' -
py rro l id ine ] -3 ' - ca rbo x y la te  (10 0 i ) .  Co mpo u nd  1 00 i  was  p r ep ared  f ro m 7 - f lu o ro -1 H -
ind o le -2 ,3 -d ion e  99 g  and  DL - leu c in e  in  a  s im i l a r  man n e r  to  th a t  d esc r ib ed  fo r  th e  
sy n th es i s  o f  co mp ou n d  1 00 a  and  o b ta in ed  in  64 % y ie ld  a s  a  y e l lo w so l id .  1 H NMR (4 00  




(m ,  1 H) ,  2 .1 6 –2 .25  (m ,  1 H) ,  2 .9 7– 3 .1 3  (m ,  4 H) ,  3 .3 3 – 3 .3 6  (m ,  1 H) ,  3 .4 5 –3 .58  (m ,  1 H) ,  
6 .8 6– 6 .9 6  (m ,  2 H) ,  7 .0 5 – 7 .1 3  (m ,  1 H) ,  1 0 .8 0  ( s ,  1 H) .  MS m / z  3 21  (M  +  H) + .  
(± ) - t e r t -Buty l  (3 S , 3 'R , 5 'S ) -5 ' - i so buty l -2 -ox o -1 ' - (py r id in -2 - y lca rbo ny l ) -1 ,2 -
d ihy dro sp iro [ indo le -3 ,2 ' -py rro l id ine ] -3 ' - ca rbo xy la te  ( 1 01 ) .  To  a  s o lu t io n  of  9 9a  ( 3 .5 0  
g ,  2 3 .8  mmo l )  an d  DL - leu c in e  (3 .1 2  g ,  2 3 .8  mmo l )  in  THF (1 50  mL)  an d  wa te r  ( 50  mL)  
was  ad d ed  t e r t -b u ty l  ac ry la t e  (3 .4 6  mL,  2 3 .8  mmo l )  a t  ro o m temp era tur e .  Th e  mix tu re  was  
s t i r r ed  a t  60  °C for  1 6  h .  Th e  mix ture  was  po u red  in to  wa te r  a t  r oo m temp era tu r e  an d  
ex t r ac t ed  wi th  E tOAc .  Th e  org an ic  l ay e r  was  sep ara t ed ,  wash ed  wi th  wa te r  and  b r in e ,  
d r i ed  o v e r  Mg SO 4 ,  an d  co ncen t r a t ed .  Th e  r e s id u e  was  p ur i f i ed  b y  s i l i ca  g e l  co lu mn 
chro ma to g rap hy  (h ex an e /E tOAc  =  9 /1  to  3 /7)  to  g iv e  a  (±) - t e r t -bu ty l  ( 3 S ,3 'R , 5 'S ) -5 ' -
i so bu ty l -2 -ox o -1 ,2 -d ih yd ro sp i ro [ in d o le -3 ,2 ' - p yr ro l id in e ] -3 ' - ca rb ox y la t e  (4 .9 0  g ,  6 0 %)  a s  
an  o ran g e  so l i d .  1 H N MR (30 0  MHz,  CDCl 3 )  δ  0 . 8 6– 1 .0 1  (m ,  1 5 H) ,  1 .3 6 –1 .58  (m ,  3 H) ,  
1 .6 6– 1 .7 9  (m ,  1 H) ,  1 .9 0 – 2 .0 6  (m ,  1 H) ,  2 .3 2  (d dd ,  J  =  12 .3 ,  6 .9 ,  5 .0  Hz ,  1 H) ,  3 .5 0  (d d ,  J  =  
12 .8 ,  6 .7  Hz ,  1 H) ,  3 .5 7 – 3 .7 5  (m ,  1 H) ,  6 .78 – 6 .8 7  (m ,  1 H) ,  6 .96 –7 .0 8  (m ,  1 H) ,  7 .16 –7 .26  
(m ,  2 H) ,  7 . 7 2  ( s ,  1 H) .  MS m / z  3 45  (M  + H) + .  
To  a  so lu t io n  o f  p y r id in e -2 - carbo x y l i c  ac id  (2 6 8  mg ,  2 .18  mmo l )  in  THF (5  mL)  was  
add ed  DMF (8 .4  L,  0 .11  mmo l )  and  o xa ly l  ch lo r id e  (0 .2 2 8  mL,  2 .6 1  mmo l )  a t  0  °C .  Th e  
mix tu re  was  s t i r r ed  a t  0  °C  fo r  1  h .  Th e  mix ture  was  co n cen t r a t ed  and  th en  d i s so lv ed  in  
THF.  Th e  so lu t ion  was  co n cen t r a t ed  ag a in  an d  d i s so lv ed  in  THF (5  mL) .  To  th e  mix tu re  
was  ad d ed  (±) - t e r t -bu ty l  (3 S , 3 'R , 5 'S ) -5 ' - i so bu ty l -2 -ox o -1 ,2 -d ihy dro sp i ro [ ind o le -3 ,2 ' -
py r ro l id in e] -3 ' - ca rbo xy la t e  (2 50  mg ,  0 .7 2 6  mmo l )  in  THF (5  mL)  an d  DIPEA (0 .75 9  mL,  
4 .3 5  mmo l )  a t  0  °C .  T h e  mix tu re  was  a l lo wed  to  warm to  roo m temp era tur e  an d  s t i r r ed  
ov e rn ig h t .  Th e  r e ac t ion  mix tu re  was  p ou red  in to  sa tu r a t ed  aqu eo u s  NaHCO 3  an d  ex t rac t ed  
wi th  E tOAc .  Th e  o rg an ic  l ay er  was  sep ara t ed ,  wash ed  wi th  wa te r  and  b r in e ,  d r i ed  o v er  
Mg SO 4 ,  and  co n cen t r a t ed .  Th e  re s id u e  was  p u r i f i ed  by  NH -s i l i ca  g e l  co lumn  
chro ma to g rap hy  (h ex an e /E tOA c  =  95 /5  to  0 /1 00 )  to  g iv e  1 01  ( 2 33  mg ,  7 1 %)  a s  a  wh i t e  
so l id .  1 H NMR (3 0 0  MHz,  CDCl 3 )  δ  0 . 7 1  (d ,  J  =  6 .5  Hz ,  3 H) ,  0 .77  (d ,  J  =  6 .7  Hz ,  3 H) ,  
0 .8 7– 1 .1 0  (m ,  10 H) ,  1 .31 –1 .46  (m ,  1 H) ,  1 .4 9 –1 .65  (m ,  1 H) ,  2 .3 7  ( td ,  J  =  1 3 .2 ,  9 .9  Hz ,  
1 H) ,  2 .59 –2 .80  (m ,  1 H) ,  3 .6 1  (d d ,  J  =  1 3 .1 ,  7 .5  Hz ,  1 H) ,  5 .10 – 5 .3 4  (m ,  1 H) ,  6 .8 8  (d ,  J  =  




7 .6 1– 7 .6 8  (m ,  1 H) ,  7 .7 0 – 7 .7 9  (m ,  1 H) ,  7 .8 3  ( s ,  1 H) ,  8 .5 5 –8 .66  (m ,  1 H) .  MS m / z  4 50  (M  +  
H) + .  
X -ra y  cry s ta l  s t ruc tu re  a na ly s i s  o f  co mpo unds .  Al l  measu remen t s  were  mad e  o n  a  
Rig aku  XtaLAB P2 0 0  d i f f r ac to me te r  ( fo r  co mp o un d s  6 2 b ,  6 9 ,  73 ,  89 a  and  9 0 a )  an d  a  
Rig aku  R-AXIS  RA PID -1 9 1 R d i f f r ac tome te r  ( fo r  co mpo un d s  6 6 ,  71  and  72 )  u s ing  
gr aph i t e  mon o ch ro mate d  Cu  Kα  r ad ia t ion .  Th e  s t ru c tu r e  was  so lv ed  b y  d i r ec t  me th od s  
wi th  S IR2 0 08  (Bu r l a  e t  a l . ,  20 0 7)  an d  was  r e f in ed  u s in g  fu l l -ma t r ix  l ea s t - sq u a res  o n  F 2  
w i th  SHELXL -2 0 13 /4  or  SHELXL -20 1 4 /7  (Sh e ld r i ck ,  2 00 8 ) .  A l l  no n -H a to ms  were  
r e f in ed  wi th  an i so t ro p ic  d i sp lacemen t  p a r ame te r s .  A l l  th ese  d a ta  can  b e  ob ta in ed  f r ee  o f  
cha rg e  f ro m Th e  Camb r id g e  Cry s ta l lo g rap h ic  Da ta  Cen t r e  v i a  
h t tp : / /www.ccd c . cam.ac .u k /Co mmu n i ty /Req u es ta s t ru c tu r e /Pag es /Da ta Req u es t . a spx ? .  
 
F ig ure  3 -1 3 .  ORTEP of  7 2 ,  th e rma l  e l l i p so id s  a r e  d r awn  a t  50 % p ro b ab i l i t y .  
Crys ta l  d a ta  fo r  7 2  (C CDC 1 5 39 9 58 ) :  C 2 0 H 1 9 N 3 O 4 ,  MW = 3 65 .39 ;  c ry s t a l  s i ze ,  0 .23  ×  0 .1 8 
×  0 .1 0  mm;  co lo r l e ss ,  b lo ck ;  t r i c l in i c ,  sp ace  gro up  P -1 ,  a  = 7 .3 3 21 5 (1 3 )  Å ,  b  =  
8 .9 92 50 (16 )  Å ,  c  = 1 3 .4 9 68 (3)  Å ,  α  = 7 7 .6 8 6(6 ) ° ,  β  = 83 .1 60 (6 ) ° ,  γ  = 85 .47 3(6 ) ° ,  V =  
86 1 .9 3 (3 )  Å 3 ,  Z = 2 ,  Dx = 1 .40 8  g /cm 3 ,  T = 1 00  K ,  μ  = 0 .82 4  mm − 1 ,  λ  = 1 .5 41 87  Å ,  R 1  =  





F ig ure  3 -1 4 .  ORTEP of  7 3 ,  th e rma l  e l l i p so id s  a r e  d r awn  a t  30 % p ro b ab i l i t y .  
Crys ta l  d a ta  fo r  7 3  (C CDC 1 5 39 9 59 ) :  C 2 6 H 2 3 N 3 O 4 ∙  0 . 7  H 2 O, MW = 45 4 .1 0 ;  c ry s t a l  s i ze ,  
0 .1 4  ×  0 .1 1  ×  0 .0 5  mm;  co lo r l e ss ,  b lo ck ;  t r i c l in i c ,  sp ace  g rou p  P -1 ,  a  = 8 .00 20 0 (1 7 )  Å ,  b  
= 1 1 .7 6 18 (2)  Å ,  c  = 1 1 .8 0 68 0 (1 8 )  Å ,  α  = 9 7 .8 7 96 (14 ) ° ,  β  = 9 3 .9 1 77 (15 ) ° ,  γ  = 
92 .33 10 (16 ) ° ,  V = 10 9 6 .7 6 (3 )  Å 3 ,  Z = 2 ,  Dx = 1 .3 75  g /cm 3 ,  T = 10 0  K ,  μ  = 0 .78 6  mm − 1 ,  λ  
= 1 .54 1 87  Å ,  R 1  = 0 .0 4 0 ,  wR 2  = 0 .1 05 .  
 
F ig ure  3 -1 5 .  ORTEP of  7 1 ,  th e rma l  e l l i p so id s  a r e  d r awn  a t  50 % p ro b ab i l i t y .  
Crys ta l  d a ta  fo r  7 1  (C CDC 1 5 39 9 60 ) :  C 2 3 H 2 7 N 3 O 3 ,  MW = 3 93 .48 ;  c ry s t a l  s i ze ,  0 .34  ×  0 .3 3 
×  0 .12  mm;  co lo r l e ss ,  b lo ck ;  mo no c l in i c ,  sp ace  g ro up  P2 1 /n ,  a  = 1 3 .0 7 89 (2)  Å ,  b  =  
10 .90 43 (2 )  Å ,  c  = 15 .4 85 8 (3 )  Å ,  α  = γ  = 90 ° ,  β  = 1 06 .90 8 (8 ) ° ,  V = 2 11 3 .0 6 (1 1 )  Å 3 ,  Z = 4 ,  





F ig ure  3 -1 6 .  ORTEP of  6 2 b ,  t h erma l  e l l i p so id s  a r e  d r awn a t  50 % p ro b ab i l i t y .  
Crys ta l  d a ta  fo r  6 2 b  ( CCD C 1 5 39 96 1 ) :  C 2 3 H 2 5 N 3 O 4 ,  MW = 4 0 7 .47 ;  c ry s t a l  s i ze ,  0 .2 6  ×  
0 .0 7  ×  0 .05  mm;  co lo r l e ss ,  b lo ck ;  mo no c l in i c ,  sp ace  g ro u p  P2 1 ,  a  = 9 .1 1 46 8 (5 )  Å ,  b  =  
7 .8 76 04 (5 )  Å ,  c  = 14 .8 87 20 (8)  Å ,  α  =  γ  = 9 0 ° ,  β  = 1 0 0 .8 61 0 (5 ) ° ,  V = 10 4 9 .5 72 (11 )  Å 3 ,  Z 
= 2 ,  Dx = 1 .2 8 9  g /cm 3 ,  T = 1 00  K ,  μ  = 0 .7 2 9  mm − 1 ,  λ  = 1 .5 4 18 7  Å ,  R 1  = 0 .0 29 ,  wR 2  = 
0 .0 76 ,  F lack  Pa rame te r  (F lack ,  19 8 3) = −0 .0 6(9 ) .   
 
F ig ure  3 -1 7 .  ORTEP of  6 6 ,  th e rma l  e l l i p so id s  a r e  d r awn  a t  30 % p ro b ab i l i t y .  
Crys ta l  d a ta  fo r  6 6  (CCDC 1 5 39 9 62 ) :  2 .0  C 2 2 H 2 5 N 3 O 3 ∙  1 .0  H 2 O,  MW = 77 6 .93 ;  c ry s t a l  
s i ze ,  0 .2 3  ×  0 .1 4  ×  0 .0 9  mm;  co lo r l e ss ,  b lo ck ;  t r i c l in i c ,  sp ace  g rou p  P -1 ,  a  = 9 .0 81 1 0(1 6)  
Å ,  b  = 1 0 .3 9 65 0(1 9)  Å ,  c  = 21 .49 5 2(4 )  Å ,  α = 99 .21 1 (7 ) ° ,  β  = 9 3 .0 74 (7) ° ,  γ  = 9 4 .4 59 (7 ) ° ,  
V = 1 99 2 .6 6 (8 )  Å 3 ,  Z = 2 ,  Dx = 1 .29 5  g /cm 3 ,  T = 2 9 6  K ,  μ = 0 .71 9  mm − 1 ,  λ  = 1 .54 1 87  Å ,  





F ig ure  3 -1 8 .  ORTEP of  6 9 ,  th e rma l  e l l i p so id s  a r e  d r awn  a t  30 % p ro b ab i l i t y .  
Crys ta l  d a ta  fo r  69  (CCDC 1 5 3 99 63 ) :  C 2 2 H 2 5 N 3 O 2 ,  MW = 3 6 3 .4 6 ;  c ry s t a l  s i ze ,  0 .3 4  ×  0 .2 7  
×  0 .2 5  mm;  co lo r l e ss ,  b lo ck ;  mo n oc l in i c ,  sp ace  g ro up  P2 1 / c ,  a  = 11 .40 49 0 (9 )  Å ,  b  =  
14 .46 13 0 (1 1 )  Å ,  c  = 1 2 .6 8 67 0 (1 2 )  Å ,  α  = γ  = 90 ° ,  β  = 1 14 .13 30 (10 ) ° ,  V = 19 0 9 .5 3(3 )  Å 3 ,  
Z = 4 ,  Dx = 1 .2 64  g /cm 3 ,  T = 1 00  K ,  μ  = 0 .6 55  mm − 1 ,  λ  = 1 .5 41 8 7  Å ,  R 1  = 0 .03 7 ,  wR 2  =  
0 .0 91 .  
 
F ig ure  3 -1 9 .  ORTEP of  8 9 a ,  t h e rma l  e l l i p so id s  a r e  d r awn  a t  5 0 % pro b ab i l i t y .  
Crys ta l  d a ta  fo r  89 a  (CCD C 1 53 99 6 4 ) :  C 2 1 H 2 5 FN 4 O 2 ∙C 2 7 H 2 9 FN 4 O 2  ( co-c ry s t a l  o f  8 9 a  and  
90 b ) ,  MW = 84 5 .0 0 ;  c ry s t a l  s i ze ,  0 .1 5  ×  0 .0 8  ×  0 .0 3  mm; co lor l e s s ,  p l a t e ;  mon o c l in i c ,  
sp ace  gro up  C2 ,  a  = 2 6 .1 0 46 0 (1 1 )  Å ,  b  = 14 .0 83 00 (6)  Å ,  c  = 1 2 .5 48 7 0(6 )  Å ,  α =  γ  = 9 0 ° ,  
β  = 9 2 .1 99 0 (4 ) ° ,  V = 4 60 9 .8 9 (4 )  Å 3 ,  Z = 4 ,  Dx = 1 .21 7  g /cm 3 ,  T = 1 00  K ,  μ  = 0 .69 0  mm − 1 ,  





F ig ure  3 -2 0 .  ORTEP of  9 0 a ,  t h e rma l  e l l i p so id s  a r e  d r awn  a t  3 0 % pro b ab i l i t y .  
Crys ta l  d a ta  fo r  9 0a  (CCDC 1 5 39 9 65 ) :  2 .0  C 2 7 H 2 9 FN 4 O 2 ∙  2 .7 5  H 2 O, M W = 97 0 .6 4 ;  c ry s t a l  
s i ze ,  0 .19  ×  0 .05  ×  0 .0 3  mm; co lo r l e ss ,  b lo ck ;  mon o c l in i c ,  sp ace  gro up  P2 1 ,  a  =  
14 .72 34 0 (1 4 )  Å ,  b  = 11 .9 0 51 0 (1 2 )  Å ,  c  = 15 .3 05 10 (17 )  Å ,  α  =  γ  = 9 0 ° ,  β  = 1 0 7 .4 20 0 (1 1 ) ° ,  
V = 2 55 9 .6 9 (5 )  Å 3 ,  Z = 2 ,  Dx = 1 .25 9  g /cm 3 ,  T = 1 0 0  K ,  μ = 0 .73 0  mm − 1 ,  λ  = 1 .54 1 87  Å ,  
R 1  = 0 .0 4 0 ,  wR 2  = 0 .1 0 1 ,  F lack  Pa rame te r  (F lack ,  19 8 3)  =  -0 .04 (7 ) .   
Phy s ico chem ica l  pro per ty  
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第四章   選択的 eIF4 A3 阻害剤、インドール -2 -カルボン酸誘導体および 1 ,4 -ジアシルピペラ
ジン誘導体の発見                                                                                                                                                                                                                                                          
4 .1  化合物探索戦略、化合物発見までの過程および生物活性の評価  
 筆者は、e IF4 A3 の機能解明および癌や遺伝病の治療薬の標的としてのターゲットバリデー
ションを目的とし、低分子プローブとして利用可能な選択的低分子 e IFA3 阻害剤の創出に取
り組んだ *。  
 e IF4 A3 に関しても R NA 依存 ATPase アッセイ * *を用いて、武田薬品工業の社内化合物ラ
イブラリーのハイスループットスクリーニングを行った。スクリーニングのポジティブコン
トロールとして、e IF4 A3 に対しても弱い阻害活性を示すことが知られている p an -eIF4 A 阻
害剤  h ipp u r i s t an o l  10 2  (Bo rd e leau  e t  a l . ,  2 0 06 ;  Cen c ic  e t  a l . ,  2 01 6 ;  H ig a  e t  a l . ,  1 98 1 ;  
L ind qv i s t  e t  a l . ,  20 0 8)  を用いた  (F ig u re  4 -1 )。スクリーニングの結果、インドール -2 -カル
ボン酸誘導体 1 0 3 およびジアシルピペラジン誘導体 1 0 4 をヒット化合物として見出した  








氏、猶塚昭彦氏、 ITC を用いた実験は曽我部智博士に、S PR を用いた実験は鎌田祐輔博士
にそれぞれ実施して頂いた。  
* *評価化合物の e IF4 A3 や他のヘリカーゼの RN A 依存 ATPase 活性の阻害能は、AD P-Glo
アッセイ  (P ro meg a)  を用いて産生する AD P 量の変化を検出し、結果を IC 5 0 値として算出






<インドール -2 -カルボン酸誘導体>  
 ヒット化合物 1 03 を起点としたインドール -2 -カルボン酸誘導体のデザイン戦略を Fig u re  
4 -2 に示す。まず、 (A)  インドール環 6 位のイソプロピル基、 (B)  2 位のカルボキシ基、そし
て  (C)  インドール環の NH 基の必要性を調べ、次に  (D)  インドール環への置換基導入を試み、
最後に活性を最大化するために、有望な置換基の組み合わせを調査する。  
  
Fig ure  4 -2 .  化合物  1 0 3 を基にしたデザイン戦略  
最初に化合物 1 0 3 の 6 -イソプロピル基の効果を調べた  (Tab le  4 -1 )。6-メチル誘導体 1 0 5、
6-エチル誘導体 1 0 6 および 6 -クロロ誘導体 1 0 7 は、いずれも減弱した活性を示した。この結
果は、イソプロピル基の疎水性や嵩高さが活性発現に必要であり、クロロ基の電子求引効果
は特に活性に良い影響を与えないことを示唆している。また、5 -イソプロピル誘導体 1 08 や  










IC 5 0  (M)
a  
103 6- iPr 27 (23–32) 
105 6 -Me  >100 
106 6 -Et  >100 
107 6 -Cl  >100 
108 5 - iPr  >100 
109 7 - iPr  >100 
   a  n  =  2 ,  95 % co n f id en ce  in t e rv a l s  sh o wn  in  p a ren th eses .  
次に、2 -位カルボキシ基の変換を試みた  (Tab le  4 -2 )。エステル体 11 0 やカルボキサミド体
111 は 1 00  M まで化合物濃度を上げても阻害活性を示さず、一方でテトラゾール誘導体 1 12













IC 5 0  (M)
a  
110 COOMe >100 




103 COOH 27 (23–32) 
        a  n  =  2 ,  95 % con f id en ce  in t e rv a l s  sh o wn  in  p a ren th eses .  
 化合物 1 03 の活性をさらに向上させるために、インドール環にメチル基やフルオロ基など
の小さな疎水性置換基を導入した  (Tab le  4 -3)。まず、1 -メチルインドール誘導体 1 1 3 が阻害
活性を示さないことから、インドール環１位の NH は活性発現に必要と考えられる。3 -フル
オロ体 1 1 4 および 5 -フルオロ体 1 1 7 は、化合物 1 03 と同等の活性を示した。一方で 4 -フル
オロ体 1 15 および  7 -フルオロ体 1 18 は活性の向上を示した。4 位および 7 位へのフッ素原子
導入によって活性が向上したことから、さらなる疎水性相互作用の増強を狙って、 4 位および
7 位により疎水性の高いクロロ基の導入を行った。興味深いことに、4-クロロ体 1 16 は活性
が若干向上したのに対し、7 -クロロ体 1 1 9 は活性の大幅な減弱を示した。この結果から、こ
れらインドール -2 -カルボン酸誘導体が結合する e IF4 A3 の結合ポケットは、インドール環 4
位周辺の空間と比較して、インドール環 7 位周辺の空間が非常に狭いと推測された。また別













IC 5 0  (M)
a  
113 1-Me >100  
114 3 -F  20 (14–31)  
115 4 -F  5.0 (4.2–5.9)  
116 4 -Cl  1.9 (1.4–2.5)  
117 5 -F  30 (25–37)  
118 7 -F  6.9 (5.5–8.7)  
119 7 -Cl  >100  
120 4 -Cl, 7 -F  0.97 (0.76–1.2)  
103 H 27 (23–32) 
            a  n  =  2 ,  9 5 % co n f id en ce  in t e rv a l s  sh o wn in  p a r en th eses .  
Tab le  4 -4 に、代表的な化合物 1 1 6 ,  1 18 ,  および 1 2 0 の他のヘリカーゼに対する選択性を示
した。化合物 1 1 6 ,  1 18 ,  および 1 2 0  は、DHX2 9 や Brr2 といった他のヘリカーゼだけでなく、
e IF4 A1 や e IF4 A2 のような近縁のヘリカーゼに対しても ATPas e 阻害活性を示さず、優れた
e IF4 A3 選択性を示した。一方で、p an -e IF4 A 阻害剤として知られる  1 02  は、Pe l l e t i e r 等の
報告通り  (L in dq v i s t  e t  a l . ,  20 0 8)   eIF4 A3 よりもむしろ e IF4 A1 や e IF4 A2 に対して強い






Ta ble  4 -4 .  化合物  1 16 ,  11 8 ,  1 20 ,  および  1 0 2 の選択性  
compound 
eIF4A3 
IC 5 0  (M) 
eIF4A1 
IC 5 0  (M)
a  
e IF4A2 
IC 5 0  (M)
b  
DHX29 
IC 5 0  (M)
b  
Brr2 





















>30  >30  
a  n  =  2 .  b  n  =  4 .  95 % co n f id en ce  in t e rv a l s  sh o wn in  pa r en th eses .  c  NT  =  n o t  t e s t ed .  
 
 化合物 1 2 0 の e IF4 A 3 の阻害メカニズムを調べるために、ATPase 阻害活性に対する AT P
濃度の影響を調べた  (F igu re  4 -3 )。図に示した様に、化合物 1 2 0 の IC 5 0 値は ATP 濃度に対
して正の線形関係にあり、化合物 1 2 0 は ATP に対する明白な拮抗阻害のパターンを示した。
Ch eng – Pru sof f  式  (K i  =  IC 5 0 / ( 1 +[S] /K m ) )  の拮抗阻害モデルよってフィッティングしたデー
タから K i 値  は 0 .4 3  ( 9 5 %CI :  0 .38 – 0 .4 9)  µM と算出され、この値は ATP 濃度が K m 値  (3 5  
μ M )  と等しい場合に IC 5 0 値から予想される値  ( IC 5 0 (=  0 .97 )  /  2  =  0 .4 9  µM ) と良い一致を示
した。一方で、化合物 1 20 は、RNA に対しては拮抗性を示さなかった  (F ig ure  4 -4)。これら






F ig ure  4 -3 .  化合物 1 2 0 の IC 5 0  値を  [ATP] /K m に対してプロットした図  ( n  =  4 ) .  Es t ima ted  
K i  =  0 .43  µM (9 5 %  con f id en ce  in t e rv a l s  (9 5 %CI)  :  0 .38 –0 .49  µM)   
x :  [ATP] /Km  y :  IC 5 0  (µM)  (9 5 %CI)  
5  2 .4  (1 .7 -3 .4 )  
3 .8  2 .4  (1 .8 -3 .3 )  
2 .5  1 .7  (1 .4 -2 .1 )  
1 .9  1 .2  (0 .94 -1 .4 )  
1 .3  0 .8 5  (0 .6 7 -1 .1 )  
0 .9 4  0 .7  (0 .56 -0 .88 )  
0 .6 3  0 .6  (0 .52 -0 .70 )  





Fig ure  4 -4 .  化合物 1 2 0 と RN A の拮抗試験 .  Po ly (U)  60  µg /mL もしくは 1 .5  µg /mL におけ
る化合物 1 2 0  の IC 5 0 値  (n  =  4 ) .  Po ly(U)  の濃度 1 .5  µg /mL  (=  Km 値 )  における、化合物 1 2 0  
の IC 5 0 値は 0 .36  µM  ( 95 %  co n f id en ce  in t e rv a l s :  0 .3 1– 0 .4 2  µM)  であった。一方で、
Po ly(U)  の濃度 6 0  µg /mL (=  Km 値の 4 0 倍 )  の条件下における、化合物 1 2 0  の IC 5 0  値は
0 .9 7  µM ( 95 %  con f id en ce  in t e rv a l s :  0 .8 1– 1 .2  µM)  であった。  
 
化合物 1 2 0 の e IF4 A3 に対する結合を等温滴定カロリメトリー  ( ITC )  を用いて確認した  
(F igu re  4 -5 )。 ITC を用いた実験により化合物 1 20 の乖離定数  (K D )  は 0 .0 62  μ M と算出され
た。同実験により、結合の量論量は１に近く、一分子の阻害剤が一分子のタンパク質に結合
していることが示唆された。熱力学定数も算出され、負のエンタルピー変化  (ΔH  = −2 6 .0  
k ca l /mo l )  と正のエントロピー変化  (−TΔS  =  1 6 .1  k ca l /mo l )  を示したことから、 1 2 0 は
e IF4 A3 に対してエンタルピー依存型の結合、言い換えれば、強い極性相互作用をしている可
能性が示唆された。これはカルボキシ基が必須であるという構造活性相関からも裏付けられ
る結果である。  
化合物 1 20 に関して、後述する NMD レポータージーン  (Yamash i t a  e t  a l . ,  2 00 9 )  でトラ
ンスフェクションした HEK29 3 T 培養細胞を用いた NMD 阻害活性の評価も行ったが、3 0  µM








Fig ure  4 -5 .  化合物 1 2 0 と e IF4 A3 を用いて行った代表的な ITC 実験のデータ。左： t i t r a t io n  






<1 ,4 -ジアシルピペラジン誘導体>  
 前項で示した AT P 拮抗型 e IF4 A3 阻害剤 1 2 0 は、細胞系アッセイで NMD 阻害活性を示さ
なかったことに加え、さらなる構造最適化を行う余地が残されていなかった。そこで筆者は、
もう一つのヒット化合物 1 ,4 -ジアシルピペラジン誘導体 1 0 4 に着目し、化学構造の最適化を
行った。化合物 1 0 4 を基盤としたデザイン戦略を Fig u re  4 -6  に示した。まず、4 つの鍵とな
る部分構造に関する構造活性相関の調査を行う  (A)  1 位のアシル基、 (B)  4 -位のアシル基、
(C)  3 位のフェニル基、  (D)  ピペラジン環。その後、構造活性相関研究から見出された最も
有望な置換基を組み合わせて、さらなる活性の向上を図る。  
 
Fig ure  4 -6 . 化合物 1 0 4 を基にしたデザイン戦略 
 上記の戦略に基づき、まず化合物 1 0 4 の 1 位のアシル基のインドール環を他の縮合へテロ
環等に変換した  (Tab le  4 -5 )。ピラゾロピリジン 1 2 2 が化合物 1 0 4 と同等の活性を示したのに
対し、1 0 4 と構造的に比較的近いインダゾール誘導体 1 21 は活性が大幅に減弱した。後者に
関しては、インダゾール環二位の窒素原子が e IF4 A3 との結合に負の影響を与えた可能性が
ある。次に、化合物 1 2 2 をヒントに各種ビアリールアミド誘導体を合成した。フェニルピラ
ゾール誘導体 1 2 3 は、1 2 2 と同等の活性を示したが、ピラゾールの位置異性体である 1 2 4 は
大幅な活性の減弱を示した。フェニルオキサゾール誘導体  (1 2 5–12 7 )  の中では 2 -フェニルオ
キサゾール -5 -イル誘導体  1 26 が最も強い活性を示した。加えて、ピラゾール誘導体 1 23 の 5
位にメチル基を導入した 1 2 8 も 12 3 と同等の活性を示した。これらの結果を踏まえると、オ
キサゾール誘導体  1 2 6 の 3 位の窒素原子やピラゾール誘導体 1 2 3 や 12 8 の 2 位の窒素原子が






Ta ble  4 -5 .  1 -位アシル基周辺の構造活性相関  
 
Compound R 
eIF4A3 ATPase  
IC 5 0  (M)
a  
Compound R 
eIF4A3 ATPase  




2 .3   











2 .2   
(1 .1–4.6)  
122 
 
1 .1   






2 .4   
(1 .6–3.7)  
128 
 
1 .6   
(0 .70–3.6)  
124 
 
>100    







 化合物 1 0 4 ,  12 2 ,  1 23 ,  1 2 6  および  1 2 8 の ATP ase 阻害活性が同程度であったことから、ジ
アシルピペラジン骨格の変換に関しては化合物 1 2 6 を代表として用い最適化を行った  (Tab le  
4 -6 )。片方のカルボニル基のメチレンでの置き換え  (12 9 および 1 3 0 )、カルボニル基の位置
の変更  (1 31 )、またホモピペラジン環への環拡大  (1 3 2 )  を試みたが、いずれの変換も大幅な
活性の減弱を招いた。これらの結果は、1 ,4 -ジアシルピペラジンの二つのカルボニル基と中
央環のサイズが阻害活性を示すために重要であるということを示している。特に、二つのカ
ルボニル基は、鍵となる水素結合を e IF4 A3 のアミノ酸残基と形成するため、もしくは、1 位
および 4 位の置換基の方向を規定し、置換基がタンパク質の疎水性ポケットを適切に埋める
ように仕向けるために必要と推測している。   







a  n  =  2 ,  95 % co n f id en ce  in t e rv a l s  sh o wn  in  p a r en th eses .  
 次に、化合物 1 2 6  のピペラジン環 3 位の置換基の構造活性相関を調べた  (Tab le  4 -7 )。3 -ク
ロロフェニル誘導体 1 3 3 や 2-クロロフェニル誘導体 1 34 は活性の減弱を示し、シクロヘキシ
ル基  (13 5 )  のような飽和環への変換も許容されなかった。これらの結果は 4 -クロロフェニル
基がピペラジン環の 3 位に必須であることを示している。次に 4 位のアシル基の変換を行っ
たところ、先ほどのピペラジン環 3 位の置換基の構造活性相関と同様に、3 -クロロベンゾイ
ル基  (1 36 )  や 2 -クロロベンゾイル基  (1 3 7 )  では活性の大幅な減弱が見られた。無置換のベン
ゾイル基  (13 8 )  では若干活性が減弱し、一方で 4 -ブロモベンゾイル基  (1 39 )  では 1 2 6 と比較
して若干の活性の向上が見られた。これらの結果から、4 -クロロ基や 4 -ブロモ基の重要性が
Compound 
eIF4A3 ATPase  












示された。これら 4 -位のハロゲン原子は、 e IF 4 A3 の小さな疎水性ポケットを埋めているか、
もしくはハロゲン結合に関与している可能性がある  (Wi lck en  e t  a l . ,  20 13 )。  
Ta ble  4 -7 .  ピペラジン環 3 位および 4 -位アシル基周辺の構造活性相関  
 
Compound R1  R2  
e IF4A3 ATPase  























0.66 (0.38–1.1)  
126 
  
2 .2  (1 .1–4.6)  





 これまでの基礎構造活性相関を考慮して、最も置換基の許容範囲の広いピペラジン 1 位の
変換をさらに進めることとした  (Tab le  4 -8 )。置換基の導入により e IF 4 A3 との相互作用を強
めて活性をさらに向上させる目的で、まず化合物 1 2 2  のピラゾロピリジン環へのブロモ基の
導入を試みた。7 -ブロモ体 14 0 は化合物 1 2 2  と同等の活性を示した、一方で 6 -ブロモ体  1 41
や  5 -ブロモ体 1 42 は、若干の活性向上を示した。他の異性体と比較して、 4 -ブロモ体 1 43 の
みが活性の減弱を示した。この結果から、ピラゾロピリジン環の 5 -7 位の周辺にはブロモ基
を許容する程度の十分な空間が存在すると考えられる。化合物 1 4 1 の 4 -クロロベンゾイル基
を 4 -ブロモベンゾイル基で置き換えた化合物 1 44 は活性の上昇傾向を示した。1 4 4 のピラゾ
ロピリジン環 6 位の変換をさらに進めたところ、興味深いことに 6 -メトキシ体 1 4 5 は 1 44 と
同等の活性を示した、対照的に 6 -シアノ体 1 4 6  は活性の減弱を示した。次に、ビアリール誘
導体 1 2 6  および 1 2 8  のさらなる変換に関しても行った。1 2 6  のフェニル基へのシアノ基の導
入を試みたところ  (1 4 7 –1 49 )、3 -シアノ誘導体 1 48 が最も強い活性を示した。さらに最適化
を進めて 1 4 8  と同等の活性を示す誘導体  1 5 0  や 1 51  を見出した。また 1 50  のオキサゾール


















Ta ble  4 -8 .  ピラゾロ [1 ,5 -a ]ピリジン、2 -アリール -1 ,3 -オサキゾール、および  1 -アリール -5 -
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(0 .70–3.6)  




  強い ATPase 阻害活性を示した化合物  1 4 4– 14 5  および  1 5 0 –1 52  の細胞系における NM D 阻
害活性を NMD レポータージーン  (Yamash i t a  e t  a l . ,  2 00 9 )  でトランスフェクションした
HEK29 3 T  細胞を用いたレポータージーンアッセイにより評価したところ  (Tab le  4 -9)、いず
れの化合物も  10  M で NMD 阻害活性を示した。これらの化合物は e IF4 A3 の阻害というメ
カニズムを介して NM D 阻害作用を示した初めての例である。最も強い活性を示した化合物
14 4  と 15 2  を選択し、光学分割およびさらなる評価に進めることとした。  
 
Ta ble  4 -9 .  選択した化合物の NMD レポータージーンアッセイの結果 
Compound 
eIF4A3 ATPase IC 5 0  
(M) 
NMD reporter  assay  
fold change of  f i ref ly  to  reni l la  
luciferase act ivi ty  
 against  DMSO cont rol ,  10 M, 6 h (SD) a  
144 0.42 1.9 (0.20)  
145 0.92 1.7 (0.06)  
150 0.36 1.8 (0.03)  
151 0.39 1.8 (0.06)  
152 0.58 2.3 (0.12)  
a  NMD レポータージーン  (Yamash i t a  e t  a l . ,  2 00 9 )  でトランスフェクションした HEK2 9 3T  
細胞を 1 0  µM の化合物濃度  で 6  時間処理した。NMD 阻害活性の指標となるホタルルシフェ
ラーゼと海シイタケルシフェラーゼの活性の比の増加を検出し、DM SO で処理したサンプル





 化合物 1 4 4 および 1 5 2  の (S ) -  および  (R ) -異性体の ATPa se 阻害活性を Tab le  4 -10  に示し
た。 (S ) -異性体 1 5 3a および 1 5 4a が eu tomer であり、対応する (R ) -異性体 1 5 3 b  や 1 5 4 b  
(d i s to mer )  と比較して 10 0 倍以上強い活性を示すことが判明した。光学異性体間の活性の大
幅な違いは特筆に値するものであり、この結果はピペラジン環の不斉点が e IF4 A3 に明確に
認識されていることを示唆している。加えて、1 53 a および 1 5 4 a は他のヘリカーゼに対して
は 1 0 0  M まで化合物濃度を上げても ATPas e 阻害活性を示さず  (Tab le  4 -1 1)、レポーター
ジーンアッセイでは 1 0  M および 3  M の化合物濃度で NMD 阻害活性を示した。一方で
d i s to mer である 1 53 b や 1 54 b は同じ化合物濃度では NMD 阻害活性を示さなかった  (Tab le  
4 -1 2)。これらの結果から、1 53 a および 1 5 4 a の NMD 阻害活性が e IF4 A3 の ATPase 阻害活
性と相関していることが裏付けられた。  
Ta ble  4 -1 0 .  光学活性体の e IF4 A3  ATPase 阻害活性   
 
Compound Stereochemistry  eIF4A3 ATPase IC 5 0  (M)
a  
153a S 0.20 (0.16–0.25) 
153b R 60 (21–177) 
154a S 0.26 (0.18–0.38) 
154b R > 100 







Ta ble  4 -1 1 .  他のヘリカーゼに対する選択性  
Compound 
eIF4A1 a  e IF4A2 b  DHX29 b  Brr2b  
ATPase IC 5 0  (M) 
153a > 100 c  > 100 c  > 100 c  > 100 c  
154a > 100 > 100 > 100 > 100 
a  n  =  2 .  b  n  =  4 .  c Iwa tan i -Yo sh ih a ra  e t  a l . ,  2 01 7 .  
 
Ta ble  4 -1 2 .  NMD レポータージーンアッセイにおける  1 5 3 a および 1 54 a の NMD 阻害活性  
Compound 
NMD reporter  assay  
fold change of  f i ref ly  to  reni l la  luciferase act ivi ty  
against  DMSO control ,  6h t reatment  
10 M (SD) a  3  M (SD) a  
153a 3.2 (0.14)b  NDb , c  
153b 1.1 (0.015)b  NDb , c  
154a 3.7 (0.01)d  2 .7  (0.09)d  
154b 1.3 (0.12)d  1.1 (0.01)d  
a  NMD レポータージーン  (Yamash i t a  e t  a l . ,  2 00 9 )  でトランスフェクションした HEK2 9 3T  
細胞を 1 0  µM および 3  µM の化合物濃度  で 6  時間処理した。NM D 阻害活性の指標となるホ
タルルシフェラーゼと海シイタケルシフェラーゼの活性の比の増加を検出し、DMS O で処理
したサンプルで規格化した。 b Iwa tan i -Yo sh ih a ra  e t  a l . ,  20 1 7 .  n  =  3 ,  SD v a lu es  sh o wn  in  
p ar en theses .  c Data  i s  sh o wn  as  g r ap h  in  th e  l i t e r a tu r e ,  h o wev er  n o  n u mer ica l  d a ta  i s  










評価の次の段階として、内在性 NM D 基質を用いて化合物の NMD 阻害活性を評価した。スプ
ライシングファクターS RSF2 として知られる S C3 5 遺伝子の転写産物は、内在性の NM D の
基質であることが知られている  (Su reau  e t  a l . ,  2 0 01 )。HeLa 細胞において、EJ C の他のコン
ポーネントである MLN 51 や MAGOH を s iRN A を用いてノックダウンすると、様々なアイソ
フォームの中で 1 .6  k b p および  1 . 7  kb p の転写産物の生成が誘導されることが報告されてい
る  (Geh r ing  e t  a l . ,  2 00 5 ;  S in g h  e t  a l . ,  2 0 13 )。筆者等のグループは、あらかじめ e IF4 A3 の
s iRNA を用いても 1 .6  kb p および  1 .7  k bp の S C3 5 転写産物の生成量が増加することを確認
し (F ig ure  4 -7 ,  A ,  B)  ( Iwa tan i -Yo sh ih ara  e t  a l . ,  20 1 7)、S C3 5 の転写産物が e IF4 A3 阻害剤
の NMD に対する効果を評価するためのバイオマーカーとして適切なものであることを確認
した。化合物 1 5 3 a は、10  M の化合物濃度において 1 .6  k b p および  1 . 7  k b p の S C3 5 mRNA
のレベルを 1 5 倍増加させた、一方で光学異性体である 1 5 3 b は mRN A レベルの変化を誘導し
なかった  (F ig u re  4 -7 ,  C)。この結果から、1 53 a は内在性基質の NM D も阻害することが示さ







Fig ure  4 -7 .   eIF4 A3の阻害による内在性転写産物S C3 5  の増加 ( Iwa tan i -Yo sh ih ara  e t  a l . ,  
ACS  Ch em .  B io l .  2 0 17 ,  12 ,  1 7 60 – 17 68 .  より許可を得て転載。 )  
A)  NMD感受性の1 .6 - /1 .7 -kb  S C3 5  アイソフォームの構造 .  四角形および線は、それぞれエキ
ソンとイントロンを示す。全長の 3 .0k b転写産物は、NM_ 0 03 01 6 .4に基づいて、 1 .6 - /1 .7 -kb
転写産物はBC0 6 6 95 8 .1に基づいて記載した。Taqman  プローブの結合位置は図の下部に示し
た。  
B)  HeLa  細胞における各種 s i RNA 処理よる e IF4 A3 および  S C3 5  1 .6 - /1 .7 -kb  転写産物の  
mRNAの発現量の変化 .  e IF4 A3および  S C3 5  1 .6 - /1 .7 -k b  転写産物の発現量の変化は、定量的  
r ea l  t ime  r ev er se - t r an sc r ip t io n  p o lymerase  連鎖反応によって測定した。各 s iR NA で処理し





理したサンプルに対して規格化した  (n  =  2 ,  mean  ±  s t and a rd  d ev ia t io n)。  
C) HeLa  細胞における e IF4 A3  阻害剤添加のS C3 5 1 .6 - /1 .7 -k b  転写産物の発現量に対する影
響 .  図に示した濃度の e IF4 A3  阻害剤で6時間処理したサンプルの2 − Δ Δ C t  値をグラフに示した。  
DMSOで処理したコントロールサンプルと比較して、 e IF4 A3阻害剤を添加した場合の S C3 5  
のmRNAの発現量が何倍増加したかをテーブルに示した  (n  =  2 ,  mean  ±  s t an d ard  d ev ia t io n )。  
 
 次に化合物  1 5 3a  および  1 54 a  の阻害様式を調査するために、 e IF 4 A3 の b ind in g  a ff in i ty
や b ind in g  k in e t i c s を表面プラズモン分光  (SPR)  バイオセンシングアッセイを用いて調べた  
(Tab le  4 -13 ,  F ig u re  4 -8)。1 53 a  および  1 5 4a の e IF4 A3 に対する直接結合が確認され、いず
れの化合物も 1 0 - 8  M オーダーの K d 値を示すことが明らかとなった。一方で d i s to mer  1 5 3 b
の K d 値 は 、 数 十 M 程 度 で あ っ た 。ATP 拮 抗 型 阻 害 剤 1 2 0  や p an -e IF4 A 阻 害 剤
h ip p ur i s t an o l  (10 2 )  のデータも併記したが、全般的に ATPase 阻害活性と SP R で測定したア
フィニティは相関すると言える。また注目すべきは 1 53 a  および  1 5 4 a の k in e t i c  プロファイ
ルが、先に見出した AT P 拮抗型阻害剤 1 2 0  と大きく異なっていた点である。化合物 1 2 0  は、






Ta ble  4 -1 3 .  化合物 1 53 a– b、1 5 4a、1 2 0 および 1 0 2 の Bin d in g  Af f in i ty  と  K ine t i c s  
compound 
eIF4A3 
ATPase IC5 0  (M) 
eIF4A3 
SPR KD  
(M)a  
ko n  (M
- 1 s - 1 )  /   
ko f f  (s
- 1 )a  
t1 / 2  
(s)a  
153a 0.20  0.057  2.8 × 104  /  1 .6  × 10 - 3  438.2  
153b 60  16b  1.5 × 103  /  2 .4  × 10 - 2 b  28.6b  
154a 0.26  0.043  1.6 × 104  /  6 .9  × 10 - 4  1006.9  
120 0.97  0.20  4.0 × 105  /  7 .8  × 10 - 2  8.9  
102 40  50  1.1 × 103  /  5 .7  × 10 - 2  12.2  
a  それぞれの化合物のセンサーグラムは Fig u re  4 -8 に記載した。  b  化合物が沈殿したため推
定値である。  
 
Fig ure  4 -8 .  SPR バイオセンシングアッセイのセンサーグラム .  固定化した e IF4 A3 と阻害剤
の相互 作用の マル チ サイク ル 法に よる k in e t i c s 解 析の センサ ー グラム  ( a )  1 53 a ,  t o p  
con cen t r a t io n  i s  6 .3  M and  in j ec t io n s  a r e  r e l a t ed  b y  2 - fo ld  d i lu t ion s .  ( b )  1 5 3 b ,  t op  
con cen t r a t io n s  i s  2 5  M and  in j ec t ion s  a r e  r e l a t ed  b y  2 - fo ld  d i lu t ion s .  ( c )  1 5 4a ,  t op  
con cen t r a t io n  i s  1 .6  M an d  in j ec t ion s  a r e  r e l a t ed  b y  2 - fo ld  d i lu t ion s .  (d )  1 20 ,  t op  
con cen t r a t io n s  i s  2 .5  M an d  in j ec t io n s  a r e  by  2 - fo ld  d i lu t ion s .  ( e )  1 02 ,  t op  
con cen t r a t io n s  i s  5 0  M an d  in j ec t io n s  a r e  r e l a t ed  by  2 - fo ld  d i lu t ion s .  Da ta  were  g lo b a l ly  




 これら 2 つの異なるタイプの e IF4 A3 阻害剤を見出したことにより、それぞれの阻害剤を
相補的に使って結合様式を調べることが可能となった。具体的には、結合サイト未知の化合
物 15 3a と ATP 拮抗型阻害剤 1 20  の SPR を用いた拮抗実験  (Nav ra t i lov a  e t  a l . ,  2 0 12 )  を行
い、1 53 a の結合様式をより詳しく調べた。Fig ure  4 -9 に示した様に、飽和濃度の 1 5 3a が存
在した場合でも  (F ig u re  4 -9 A -C)、1 5 3a の非共存下でも  (F ig ure  4 -9  D -F)、化合物 1 2 0  の
e IF4 A3 に対する結合シグナルは影響を受けなかった。言い換えれば、系中で e IF4 A3、化合
物 15 3 a  および化合物 12 0  の三者複合体が形成されているということを意味しており、この
結果により 1 5 3a  が非 ATP 結合サイトに結合していることが示唆された。  
 
 
Fig ure  4 -9 .  化合物 1 5 3 a の共存下もしくは非共存下における、化合物 1 20 の e IF4 A3 に対す
る SPR 結合実験 .  センサーチップに固定化した eIF4 A3 に対する化合物 12 0 の結合シグナル
を飽和濃度の 1 5 3 a 共存下  (A ,  B ,  an d  C)、もしく 1 53 a 非共存下  (D ,  E ,  and  F)  にて検出した。
A および D は、化合物 1 20  の濃度を変化させた際の SP R の結合シグナルの変化を示す。Y 軸
が SPR r e sp on se  (RU)  を示し、X 軸が化合物 1 20  の濃度を示す。B および E は SPR センサ





次に、p an -eIF4 A 阻害剤である h ip p u r i s t ano l  (1 0 2 )  を用いて類似の拮抗実験を行った。化
合物 1 5 3 a の非共存下では、化合物 1 0 2 の e IF4 A3 に対する結合シグナルは化合物濃度依存的
に増強された  (F ig ure  4 -1 0 D,  4 -1 0 E ,  and  4 -10 F )。対照的に、1 5 3 a  の共存下で化合物 1 0 2  の
結合シグナルは減弱することが判明した  (F ig ure  4 -10 A,  4 -10 B,  and  4 -1 0 C)。これらの結果
は二つの可能性を示唆する；①  1 53 a  は化合物 1 02  と同じサイトに結合する、②  1 5 3 a  は非




Fig ure  4 -1 0 .  化合物 1 5 3a  の共存下もしくは非共存下における、化合物 1 02  の e IF4 A3 に対
する SP R 結合実験 .  センサーチップに固定化した e IF4 A3 に対する化合物 1 0 2 の結合シグナ
ルを飽和濃度の 1 5 3 a 共存下  (A ,  B ,  an d  C)、もしく 1 5 3a  非共存下  (D ,  E ,  an d  F)  にて検出し
た。A および D は、化合物 1 0 2  の濃度を変化させた際の SP R の結合シグナルの変化を示す。
Y 軸が SPR r e sp o n se  (RU)を示し、X 軸が化合物 1 02  の濃度を示す。B および E は SP R セン







分析法  (HDX -MS)  (Ca mp o b asso  e t  a l ,  20 15 )  を用いて化合物と e IF4 A3 の相互作用解析を行
った  (F ig u re  4 -11 ,  Iwa t an i -Yo sh ih a ra  e t  a l . ,  2 01 7 )。p an -eIF4 A 阻害剤である h ip p u r i s t ano l  
(1 0 2 )  と選択的 e IF4 A3 阻害剤 1 5 3 a によって水素 -重水素交換が影響を受けた領域は共通する
部分が多く、いずれも  e IF4 A3 の C 末端ドメインに集中していた。この結果は二つの化合物
が類似の領域に結合していることを示唆している。一方で、化合物 10 2 と 1 53 a それぞれの
化合物特徴的に水素 -重水素交換に影響を与えている領域があり、これらの領域との相互作用
が化合物の選択性プロファイルの違いに寄与している可能性がある。  
次に、化合物 1 5 3 添加によって重水素の取り込みに変化のあった領域を既知の e IF4 A3 の
結晶構造上に色付けし  (F ig ure  4 -1 2)、3 次構造における推定結合領域を確認した。これによ
り 1 53 a は、C 末端ドメインのアロステリックサイトに結合していることが示唆された。  
 
Fig ure  4 -11   水素 -重水素交換質量分析法  (HD X - MS) による e IF4 A3 と阻害剤の相互作用解
析  (1 ) ( Iwa tan i -Yo sh ih ara  e t  a l . ,  ACS  Ch em .  B io l .  20 17 ,  12 ,  1 7 60 – 17 68 .  より許可を得て
転載。 )  e IF4 A3 のアミノ酸一次配列  および対比のために表記した e IF 4 A1 の一次配列を示し
た。一次配列のうち色付けした部分はアミノ酸残基が一致している部分を示す。右末端の数




バーは、それぞれ e IF4 A ファミリーのコンセンサスモチーフ  (Q ,  I – VI )  および e IF4 A3 特有
のモチーフ  (A– H)  を示す  (Sh ib uy a  e t  a l . ,  2 0 0 6)。一次配列上部のオレンジ色のバーおよび
緑色の矢印は e IF4 A3 の二次構造情報を示すもので、それぞれ α -ヘリックス、β -ストランド
を示す。e IF4 A1 の一次配列の下部に示した緑色のバーは、Pe l l e t i e r 等の NM R 実験によって
h ip p ur i s t an o l  (1 02 )との相互作用が確認されている e IF4 A1 の領域を示す  (Lin d qv i s t  e t  a l . ,  
20 18 )。アミノ酸一次配列の下に示したカラーバーは、化合物の添加 /非添加によって重水素
の取り込みに変化が見られた領域を示しており、図右下に示したカラーコードに従って水素 -
重水素交換の程度を示してある。HDX -H は、e IF4 A3 と h ip p ur i s t an o l  ( 10 2 )  を用いた実験の
結果を、HD X -C は e IF4 A3 と化合物 1 5 3 a を用いた実験の結果をそれぞれ示す。  
 
 
Fig ure  4 -1 2  水素 -重水素交換質量分析法  (HD X -MS)  による e IF4 A3 と阻害剤の相互作用解析  
(2 ) ( Iwa tan i -Yo sh ih ara  e t  a l . ,  ACS  Ch em .  B io l .  20 1 7 ,  12 ,  1 7 60 –1 7 6 8 .  より許可を得て転
載。 ) e IF4 A3 と化合物 1 53 a の HDX -MS 解析により重水素の取り込みに変化のあった領域
を既知の e IF4 A3 の結晶構造  (PDB cod e :  2 HYI )の上に色付けした。ADPNP および RNA は、
スティックモデルで表示し、それぞれ黄色および緑色で示した。矢印の先が H DX -MS によっ






<インドール -2 -カルボン酸誘導体>  
化合物 1 0 3 –1 0 9  および  11 3  は市販品を購入して評価に用いた。それ以外の化合物の合成法
を以下に示す  (Sch eme  4-1 )。メチルエステル  1 10  は、カルボン酸  1 03  のエステル化により
合成した。  化合物 1 1 0  のフッ素化  (Ban k s  e t  a l . ,  1 99 2 ;  Maru y ama  e t  a l . ,  20 11 )  および続く
エステルの加水分解により 3-フッ素体  11 4  を合成した。1 0 3  のアミド化によりカルボキサミ
ド 11 1  を、その後オキシ塩化リンで脱水し、アジ化ナトリウムと処理してテトラゾール 1 1 2  
を得た。  
Schem e  4 -1 .  化合物  1 1 0– 11 2  および  1 1 4 の合成 a  
 
a  R e a g e n t s  a n d  co n d i t i o n s :  ( a )  c o n c .  H 2 S O 4 ,  M e O H ,  r e f lu x ,  5 4 % ;  (b )  S e l e c t f lu o r ,  M g O,  M e C N ,  r t ;  
( c )  N a O H ,  T H F ,  r t ,  6 %  f o r  2  s t ep s ;  (d )  E D C · H Cl ,  H O B t · N H 3 ,  D I P E A ,  2  M  N H 3  i n  iP r O H ,  DM F ,  r t ,  





化合物 1 15 – 11 9  の合成を Sch eme  4 -2  に示した。ブロマイド  1 56 a– d  とボロン酸エステル
15 7 の鈴木 -宮浦カップリング、続いて塩基性条件下でのアジド酢酸エチルとの縮合、加熱
条件でのインドール環の形成  (Hemetsb erg e r  e t  a l . ,  19 7 2 )  によりインドール  1 58 a – f  へと誘
導した。なお、出発原料に 1 5 6 c  および  15 6 d  を用いた場合、フッ素の位置異性体 1 5 8 c およ
び 1 58 e、塩素の位置異性体 1 5 8 d および 1 5 8 f がそれぞれ得られた。続く 1 5 8a – c ,  1 58 e ,  およ
び  15 8 f のイソプロペニル基の還元、エステルの加水分解により、化合物 1 1 5– 1 19 を得た。  
Schem e  4 -2 .  化合物  1 1 5– 11 9  の合成 a  
 
 a  R e a g e n t s  a n d  c o n d i t i o n s :  ( a )  1 5 7 ,  N a 2 C O 3 ,  Pd ( PP h 3 ) 2 Cl 2 ,  d io x an e – H 2 O ,  6 0  ° C ;  ( b )  e t h y l  
a z i d o a c e t a t e ,  N a O M e ,  M e O H ,  0  ° C  to  r t ;  ( c )  t o lu e n e ,  m i c r o w av e ,  1 5 0  ° C ,  4 – 3 1 %  f o r  3  s t ep s ;  ( d )  





化合物 1 2 0  は、Sch eme  4 -3  に示したルートで合成した。アルデヒド  1 59  を塩基性条件下
でアジド酢酸メチルと縮合し、その後、加熱条件でのインドール環形成によりインドール  
16 0  を得た。続いて、1 60  とボロン酸エステル  15 7  の鈴木 -宮浦カップリング、イソプロペニ
ル基の還元  ( Wu  e t  a l . ,  20 03 )、エステルの加水分解により化合物  1 2 0  を得た。  
Schem e  4 -3 .  化合物  1 2 0  の合成 a  
 
a  R e a g e n t s  a n d  c o n d i t i o n s :  ( a )  M e t h y l  a z i d o a c e t a t e ,  N a O M e ,  M e O H ,  − 1 0  ° C  to  r t ;  ( b )  x y l en e ,  
1 6 0  ° C ,  1 5 %  f o r  2  s t e p s ;  ( c )  1 5 7 ,  N a 2 C O 3 ,  Pd ( P P h 3 ) 2 C l 2 ,  d io x a n e– H 2 O ,  1 0 0  ° C ,  5 7 % ;  ( d )  P d / C ,  
Zn B r 2 ,  H 2 ,  M e O H ,  r t ;  ( e )  L i O H · H 2 O ,  T H F – H 2 O ,  r t ,  4 2 %  fo r  2  s t ep s .  
 
<1,4 -ジアシルピペラジン誘導体>  
 下記に合成法を示した化合物のうち、得に記載がないものは全てラセミ体である。 1 ,4 -ジ
アシルピペラジン誘導体の共通中間体 1 -アシル -2 -フェニルピペラジン 16 4a – d  および  16 5a –
b  (1 64 b の光学活性体 )  の合成を Sch eme  4-4  に示した。2 -フェニルピペラジン誘導体 1 6 1a  
および  1 6 1 c– d の 4 位を選択的に Bo c 基で保護し  (Sán ch ez -Césp ed es  e t  a l . ,  2 01 6 )、4-クロ
ロベンゾイルクロリドもしくは 4 -ブロモベンゾイルクロリドで処理して、Bo c 基を除去し、
1 -アシル -2 -フェニルピペラジン 1 6 4 a– d を得た。4 -ブロモベンゾイル誘導体  1 6 4 b  を光学分
割し、  (S ) -異性体  1 65 a  および  (R ) -異性体  1 65 b  を得た。化合物の絶対立体配置は、1 6 5 a の








Schem e  4 -4 .  化合物 1 6 4a – d ,  1 6 5a – b の合成 a  
 
a  R e a g en t s  a n d  c o n d i t i o n s :  ( a )  B o c 2 O ,  E t 3 N ,  C H 2 C l 2 ,  0  t o  1 5  ° C ,  6 6 – 8 3 % ;  (b )  B o c 2 O ,  T H F ,  
t o lu e n e ,  0  ° C  to  r t ,  7 0 % ;  ( c )  4 - ch lo r o b e n z o y l  c h l o r id e  o r  4 -b r o mo b e n z o y l  c h lo r id e ,  E t 3 N  o r  
D I PE A ,  C H 2 C l 2 ,  0  t o  1 5  ° C ,  7 8 – 9 5 % ;  ( d )  4  M  H Cl  in  E t O A c ,  0  ° C  o r  r t ,  6 6 %  t o  q u a n t .  ( e )  ( i )  aq .  
N a H C O 3 ,  r t ,  9 7 % ;  ( i i )  c h i r a l - H PL C ,  4 1 – 4 2 % .  
 
Sch eme  4 -5  に示した様に、1 6 4 a– d  および  1 65 a– bに様々なアシル基を導入した。1 -アシ
ル -2 -フェニルピペラジン 1 64 a– d  および  1 6 5a – b と対応する酸やエステル  1 66 –1 7 8  および  
18 1– 1 85  を様々な条件で縮合させ、1 ,4 -ジアシルピペラジン誘導体  10 4 ,  1 2 1– 1 28 ,  1 33 –1 3 4 ,  
14 0– 1 46 ,  1 50 – 15 2 ,  15 3 a– b および  15 4 a– bを得た。化合物  1 4 7– 14 9  に関しては、下記の2工
程で合成した。中間体  1 64 a  をカルボン酸  1 7 9  と縮合し、オキサゾール2位のC-H活性化反応  
(Besse l i ev re  e t  a l . ,  2 0 0 8)  により1 4 7を得た  ( co nd i t io n  h)。一方で、1 6 4a  をカルボン酸  1 80  





Schem e  4 -5 .  化合物  1 0 4 ,  12 1 –1 2 8 ,  13 3 –1 34 ,  1 40 –1 5 2 ,   15 3 a– b ,  15 4a – b の合成 a  
 
a  R e a g e n t s  a n d  c o n d i t i o n s :  ( a )  1 6 6 – 1 6 7 ,  1 6 9 ,  1 7 1 – 1 7 2 ,  1 7 5 ,  o r  1 7 7 – 1 7 8 ,  H A T U ,  D I P E A,  D MF ,  r t ,  
2 4 – 6 1 % ;  ( b )  1 6 8 ,  1 7 0 ,  1 7 8 ,  o r  1 8 2 – 1 8 3 ,  E D C · H C l ,  H O B t ,  D I P E A ,  D MF ,  r t ,  3 4 – 7 9 % ;  ( c )  ( i )  1 7 3  
o r  1 7 6 ,  L i O H · H 2 O ,  T HF ,  M e O H ,  H 2 O ,  r t ;  ( i i )  H A T U ,  D I P E A,  DM F ,  r t ,  1 7 – 7 1 % ;  (d )  ( i )  1 7 4 ,  TF A ,  
C H 2 C l 2 ,  r t ;  ( i i )  H A T U,  E t 3 N ,  D MF ,  r t ,  5 3 % ;  ( e )  ( i )  a q .  N a H C O 3 ,  r t ;  ( i i )  1 8 1  o r  1 8 4 ,  
( M e 3 A l ) 2 · D A B C O  ( Gl y n n  e t  a l . ,  2 0 0 8 ) ,  T H F ,  m i c r o w av e ,  1 3 0  ° C ,  4 7 – 7 8 % ;  ( f )  ( i )  aq .  N a H C O 3 ,  r t ;  
( i i )  1 8 5 ,  M e 3 A l ,  T H F ,  m i c ro w a v e ,  1 1 0  ° C ,  5 5 % ;  (g )  1 7 0  o r  1 8 3 ,  E D C · H C l ,  H O B t ,  DM F ,  r t ,  5 0 –
8 1 % ;  (h )  ( i )  1 7 9 ,  E D C · H C l ,  H O B t ,  D MF ,  r t ,  2 5 % ;  ( i i )  2 - b ro m o b e n z o n i t r i l e ,  Pd ( O A c ) 2 ,  C u I ,  
C s 2 C O 3 ,  D M F,  m i c ro w a v e ,  1 5 0  ° C ,  1 6 % ;  ( i )  ( i )  1 8 0 ,  H A T U ,  D IP E A ,  D M F,  0  ° C ,  9 5 % ;  ( i i )  3 -
c y an o p h en y lb o r o n i c  a c i d  o r  4 - cy a n o p h e n y l b o r o n i c  a c i d ,  N a 2 C O 3 ,  P d (P Ph 3 ) 4 ,  DM E ,  H 2 O ,  r e f l u x ,  




化合物 1 2 9– 1 30 ,  1 36 - 1 39 は Sch eme 4 -6 に示した様に合成した。中間体 1 6 1a のピペラジ
ン環 4 位をカルボン酸  1 7 8 を用いて選択的にアシル化して中間体  1 8 6  を得た。次に 1 8 6 のア
ミドのカルボニル基を還元し、ピペラジン環 4 位をアシル化してアミド 1 2 9 へと誘導した。
また、1 8 6 のピペラジン環 4 位をアルキル化してアミド 1 3 0 へと誘導した。1 8 6 を対応する
酸クロリドや 4 -ブロモ安息香酸を用いてアシル化し化合物 1 3 6 –1 3 9 を得た。  
Schem e  4 -6 .  化合物  1 2 9– 13 0 ,  1 3 6-13 9 の合成 a  
 
a  R e ag e n t s  an d  c o n d i t i o n s :  ( a )  1 7 8 ,  H A T U ,  D I P E A ,  D M F ,  r t ,  8 5 % ;  (b )  ( i )  B H 3 ·M e 2 S ,  T H F ,  0  ° C  
to  r t ,  3 1 % ;  ( i i )  4 - c h lo r o b en z o y l  c h lo r id e ,  K 2 C O 3 ,  M e C N ,  r t ,  5 6 % ;  ( c )  4 - c h l o ro b en z y l  b ro m id e ,  
K 2 C O 3 ,  M e C N ,  8 0  ° C ,  1 9 % ;  ( d )  c o r r e s p o n d i n g  a cy l  c h l o r id e  ( 3 - c h l o ro b en z o y l  c h lo r i d e  fo r  1 3 6 ,  2 -
c h l o ro b en z o y l  c h l o r id e  f o r  1 3 7 ,  an d  b e n zo y l  c h lo r id e  fo r  1 3 8 ) ,  E t 3 N ,  C H 2 C l 2 ,  0  ° C  t o  r t ,  4 1 – 4 6 % ;  





化合物 1 3 1 ,  1 35  および  1 3 2 の合成は Sch eme  4 -7 に示した様に行った。市販のピペラジノ
ン  1 8 7  のピペラジノン環 4 位を 4 -クロロベンゾイルクロリドでアシル化し、クロライド  188  
を用いてアルキル化を行い、化合物 1 3 1 を得た。2 -シクロヘキシルピペラジン  1 89  の 4 位を
Bo c 基で保護し、残った NH を 4 -クロロベンゾイルクロリドでアシル化し、続いて Bo c 基の
除去および  1 78  との縮合を行って化合物  1 35  を得た。 -ブロモエステル   1 9 0  (Sween ey  e t  
a l . ,  2 0 02 )  を 1 ,3 -プロパンジアミンで処理してホモピペラジンを得た後、アミドのカルボニ
ル基を還元し、ホモピペラジン環の 4 位を選択的に Bo c 基で保護して中間体 1 9 1  を得た。
19 1 を 4 -クロロベンゾイルクロリドでアシル化し、酸性条件下にて Bo c 基を除去し、最後に
カルボン酸  1 7 8  とカップリングして化合物  1 3 2  を得た。  
Schem e  4 -7 .  化合物  1 3 1 ,  13 5 ,  および  13 2  の合成 a  
 
a  R e a g e n t s  a n d  c o n d i t i o n s :  ( a )  ( i )  4 - c h lo r o b e n z o y l  c h lo r id e ,  E t 3 N ,  C H 2 C l 2 ,  0  ° C  t o  r t ;  ( i i )  1 8 8 ,  
N a H ,  DM F ,  0  ° C ,  1 2 %  f o r  2  s t e p s ;  ( b )  ( i )  B o c 2 O,  E t 3 N,  T HF ,  0  ° C  t o  r t ,  7 3 % ;  ( i i )  4 -
c h l o ro b en z o y l  ch l o r i d e ,  D I PE A ,  T H F ,  0  ° C ,  9 9 % ;  ( i i i )  4  M H C l  i n  E t O A c ,  r t ,  9 1 % ;  ( i v )  1 7 8 ,  
E D C · H C l ,  H O B t ,  D I PE A ,  D MF ,  0  ° C  t o  r t ,  2 4 % ;  ( c )  ( i )  1 ,3 - p ro p an e d i a m in e ,  M e O N a ,  M e O H ,  r t  t o  
8 0  ° C ,  2 3 % ;  ( i i )  B H 3 ·M e 2 S ,  T H F ,  0  t o  8 0  ° C ;  ( i i i )  B o c 2 O ,  E t 3 N ,  C H 2 C l 2 ,  0  ° C  to  r t ,  7 2 %  f o r  2  
s t e p s ;  (d )  ( i )  4 - c h lo r o b e n zo y l  c h l o r i d e ,  E t 3 N ,  C H 2 C l 2 ,  r t ,  9 3 % ;  ( i i )  4  M H C l  in  d i o x a n e ,  r t ;  ( i i i )  




 中間体 1 7 4 ,  18 0 ,  1 83 –1 85 ,  18 8  の合成は、Sc h eme  4 -8 に示した方法で行った。カルボン
酸  17 0  を t e r t -ブチルエステルに変換し、続いてパラジウム触媒を用いたシアノ化反応により
二トリル   1 7 4  を得た。オキサゾール誘導体  1 9 2 の 2 位を選択的にヨウ素化し  (Ro u se  e t  a l . ,  
20 09 )、続くエステルの加水分解により化合物  1 80  を得た。また、オキサゾール 1 9 2 の 2 位
の C-H 活性化反応により化合物  1 8 5 を得た。エステル  1 9 3  を加水分解し、カルボン酸  1 8 3  
を得た。2 -クロロオキサゾール誘導体 1 9 4 と 3 -シアノボロン酸の鈴木カップリングにより、
フェニルオキサゾール誘導体   1 84  を得た。フェニルオキサゾール  1 9 5  のエステル基を還元
し、続くクロロ化反応によりクロロメチル体  1 8 8 を得た。  
Schem e  4 -8 .  中間体  1 7 4 ,  18 0 ,  1 83 – 18 5 ,  1 88  の合成 a  
 
a  R e a g e n t s  a n d  c o n d i t i o n s :  ( a )  ( i )  ( C O C l ) 2 ,  D M F,  C H 2 C l 2 ,  0  ° C ;  ( i i )  t - B u O K ,  T H F,  0  ° C  to  r t ,  
6 7 %  f o r  2  s t ep s ;  ( i i i )  Zn ( C N ) 2 ,  P d ( PP h 3 ) 4 ,  D M F,  1 0 0  °C ,  9 8 % ;  (b )  ( i )  L H M DS ,  1 , 2 -d i io d o e t h an e ,  
T H F,  − 7 0  ° C  t o  r t ,  3 9 % ;  ( i i )  4  M  L i O H ,  T HF ,  H 2 O ,  0  ° C ,  q u an t . ;  ( c )  2 - b r o mo i s o n i co t i n o n i t r i l e ,  
Pd ( O A c ) 2 ,  Cu I ,  C s 2 C O 3 ,  D MF ,  m i c r o w av e ,  1 0 0  ° C ,  4 1 % ;  ( d )  4  M  L i O H,  T H F,  M e O H ,  H 2 O,  r t ,  
5 1 % ;  ( e )  3 - cy a n o p h e n y l b o r o n i c  a c i d ,  K 2 C O 3 ,  P d (P Ph 3 ) 4 ,  DM E ,  H 2 O ,  m i c ro w a v e ,  1 6 0  ° C ,  5 9 % ;  ( f )  




4 .3  結論  
 筆者は、 NMD の制御に深く関わっていることが知られている E JC のコアタンパク質
e IF4 A3 を標的とした化合物の探索を行った。まず、武田薬品の化合物ライブラリーを用いた
ハイスループットスクリーニングによりインドール -2 -カルボン酸誘導体および 1 ,4 -ジアシル
ピペラジン誘導体をヒット化合物として見出した。インドール -2 -カルボン酸誘導体の最適化
により e IF4 A3 の ATP ase 活性をサブマイクロモーラーの化合物濃度で阻害する化合物 1 2 0  
を見出し、化合物 1 2 0  が e IF4 A3 選択的であり、ATP 拮抗型阻害剤であることを明らかにし
た。化合物 1 2 0  は、細胞系アッセイで NMD 阻害作用を示さなかったため、次にもう一つの
ヒット化合物 1 ,4 -ジアシルピペラジン誘導体に着目し、最適化に取り組んだ。ヒット化合物
10 4 の二つのアシル基を最適化することで、細胞系で NMD を阻害する初の e IF4 A3 選択的阻
害剤を見出すことに成功した。化合物 1 5 3a および 1 5 4a は、同じ e IF4A ファミリーの
e IF4 A1 および e IF4 A2 だけでなく他のヘリカーゼに対して ATPa se 阻害活性を示さず、高い
e IF4 A3 選択性を示した。化合物 1 5 3 a および 1 54 a とその d i s to mer である 1 5 3 b や 1 5 4 b の
明確な活性の乖離により、ピペラジン環 3 位の置換基の立体配置の重要性が示された。同時
に、1 53 b や 1 54 b が N MD 阻害活性を示さなかったことは、1 5 3a および 1 54 a の NMD 阻害
が e IF4 A3 の阻害を介したものであることを支持している。  (また 1 53 b や 15 4 b がネガティ
ブコントロールとして有用であることも示している。 )  
 SPR バイオセンシングアッセイにより、1 53 a および 1 5 4a の e IF4 A3 への直接結合を確認
し、これらの化合物が先に見出した AT P 拮抗型阻害剤 1 2 0  とは異なる k in e t i c  プロファイル
を示すことを明らかにした。さらに、S PR を用いた拮抗実験により 1 53 a が、非 ATP 結合サ
イトに結合していることを示した。筆者等のグループの HDX-MS を用いた実験により、化合
物 15 3a が h ipp u r i s t an o l  (1 0 2 )  と類似のアロステリックサイトに結合していることが示唆さ
れた  ( Iwa tan i -Yo sh ih ara  e t  a l . ,  2 01 7 )。  
 筆者が見出した e IF4 A3 阻害剤 1 5 3 a および 15 4 a は、e IF4 A3 および EJ C の機能や NMD
の詳細なメカニズムを研究するための価値の高い分子プローブとなる。また、遺伝病や癌の
治療薬を見出すためのリード化合物としての利用価値も有している。  
 筆者の論文報告の後、共同研究者の Ap ar ic io 等により 1 5 3a および 15 4a を用いた e IF4 A3
阻害による網羅的トランスクリプトーム解析がなされ、e IF4 A3 が細胞周期の制御  (特に
G2 /M チェックポイント )  や染色体のアラインメント、アポトーシスに深く関わっていること




RNA 代謝に関しては、 e IF4 A3  (および EJ C)  の機能として良く知られている NMD とは別に、
オルタナティブスプライシング  (例 .  sk ip p ed  exo n s ,  r e t a in ed  in t ron s ,  a l t e rn a t iv e  l a s t  exo n s  
等 )  の制御にも関与していることが近年報告されているが  (Wang  e t  a l . ,  20 1 4 )、詳細なメカ
ニズムは分かっていない。Ap ar ic io 等の解析結果においても e IF4 A 3 阻害剤処理によって増
加する NMD -p ro n e な転写産物は 15 %程度であり、e IF4 A3  (および EJC)  が良く知られた
NMD 以外に、オルタナティブスプライシングに対する独立した役割を担っているという考え
を支持している。Ap ar i c io 等は詳細なモチーフ解析により、 e IF4 A3 によって制御されている
sk ipp ed  exo n の上流にある i n t ron 領域に、R NA 結合タンパク質に結合することが知られて
いるモチーフ配列が集中していることを新たに明らかにした  (Maz lo omian  e t  a l . ,  2 01 9 )。ま
た、当初全く予期されていなかった e IF4 A3 阻害剤がストレス顆粒の形成を阻害するという
事実も明らかとなった。Hip pu r i s t an o l  ( 10 2 )  や s i lv es t ro l などの e IF4 A1 および  e IF4 A2 を
選択的に阻害する化合物がストレス顆粒の形成を誘導するのとは対照的な点も興味深い  
(Cen c ic  e t  a l . ,  20 0 9 ;  Mazro u i  e t  a l . ,  2 00 6)。このストレス顆粒形成の阻害メカニズムに関す
る詳細な解析が行われ、ストレス顆粒の足場タンパク質となり得る G3 BP1 や TIA1 といった
タンパク質の mRN A の発現を e IF4 A3 が NM D を介して制御しており、間接的にストレス顆
粒の形成に関与しているということがつきとめられた  (Maz lo o mian  e t  a l . ,  2 0 19 )。ストレス
顆粒の形成は癌、神経変性疾患、ウイルス感染症などとも関連していることが知られており
近年注目を集めている  ( P ro t t e r  e t  a l . ,  20 1 6)。今後、筆者の見出した化合物がストレス顆粒
形成に関する研究にも貢献することを期待している。加えて、筆者が報告した化合物をリー
ド化合物として、マウスを用いた i n  v iv o  試験で抗腫瘍活性を示す化合物が溝尻等によって
見出されており  (Mizo j i r i  an d  Cary  e t  a l . ,  2 01 7 ;  Mizo j i r i  an d  Nak a ta  e t  a l . ,  20 1 7)、今後の
創薬研究の進展も期待される。最近になって、Pe l l e t i e r 等は、一倍体に近いヒト細胞株
HAP1 を用いて C RISP R/Cas9 システムによる e IF4 A3 遺伝子の変異スクリーニングを行い、
化合物 1 5 3a の細胞増殖抑制作用や NMD 抑制作用に耐性のある 1 3 の遺伝子変異を見出した  
(Cen c ic  e t  a l . ,  2 02 0)。言い換えれば、この結果は 1 5 3 a が細胞内で e IF4 A3 を介して作用を
示すことを裏付けている。今後、見出された e IF4 A3 変異を有する細胞株を利用した e IF4 A3







4 .4  実験の部  
B io lo gy  
Prepa ra t io n o f  enzy mes .  Th e  h u man  r ecomb in an t  p ro te in s ,  fu l l - l eng th  e IF4 A3 ,  
MLN51 ( re s idu es  1 3 7 – 2 83 ) ,  f u l l - l eng th  e IF4 A1,  fu l l - l en g th  e IF4 B,  and  e IF4 G ( r e s id u es  
71 2– 1 45 1 )  were  exp ressed  in  Esch er ich ia  co l i  BL21 (DE3)  a s  fu s io n  pro te in s  wi th  6  ×  
h i s t id in e  (Hi s ) - sma l l  u b iq u i t in - l ik e  mo d if i e r  (SUMO)  o r  H i s  t ag s  fo l lo wed  b y  a  to b acco  
e t ch  v i ru s  (TEV)  p ro tease  c l eav ag e  s i t e  a t  th e  N - te rmin u s  and  p u r i f i ca t io n  b y  Ni -NTA 
su p er f lo w af f in i ty  co lumn  (QIAGEN)  an d  Su pe rd ex  2 00  g e l - f i l t r a t io n  co lu mn  (GE 
Hea l th care ) .  Th e  His -SUMO o r  Hi s  t ag s  were  c l eav ed  wi th  SUMO p ro tease  o r  TEV 
pro tease .  Hu man r eco mb in an t  f u l l - l en g th  DHX 29  an d  fu l l - l en g th  Br r 2  were  ex pressed  in  
S f -9  in sec t  ce l l s  a s  f u s ion  p ro te in s  wi th  FLAG -His  o r  H i s  t ag s  a t  t he  N t e rminu s ,  
r e sp ec t iv e ly ,  u s in g  th e  Bacu lo Di r ec t  C - t e rm  Bacu lo v i ru s  ex p ress io n  sy s t em (Th e rmo  
F i sh e r  Sc ien t i f i c ) .  FLAG -His -DHX2 9  an d  His -Br r 2  were  p u r i f i ed  b y  Ni -NTA su p er f lo w 
a f f in i ty  co lumn an d  Sup e rd ex  2 00  g e l - f i l t r a t ion  co lu mn.  P ro te in  con cen t r a t io n s  were  
d e termin ed  u s in g  a  BC A Pro te in  Assay  Ki t  (T h ermo  F i sh e r  Sc ien t i f i c )  w i th  b ov in e  se rum 
a lbu min  a s  a  s t an d a rd .  Reco mb in an t  h uman  His - eIF4 A2 p ro te in  was  p u rch ased  f rom 
Gen eCop o e ia .  
RNA-dependent  A TPa se  a ssa y .  Th e  RNA -d ep en d en t  ATPase  a s say  was  p e r fo rmed  u s in g  
th e  ADP-Glo  a ssay  sy s t em (Promeg a) .  S ing le - s t r and ed  RNA p o ly (U )  was  p u rch ased  f rom 
MP Bio med ica l s .  Th e  a ssay  bu f fe r  co mpr i sed  2 0  mM Tr i s -HCl  (p H7.5 ) ,  2 .5  mM Mg Cl 2 ,  
10 0  mM KCl ,  1  mM d i th io th r e i to l  (DTT) ,  an d  0 .0 1 % (v /v )  Tween 2 0 .  To  enh an ce  ATPase  
ac t iv i ty  fo r  e IF4 A,  th e  eq u iv a len t  mo la r  co n cen t r a t io n  o f  MLN51  fo r  15 0  n M e IF4 A3  o r  
e IF4 B and  e IF4 G fo r  1 00  n M eIF4 A1  o r  e IF4 A2  were  add ed .  Reg ard ing  th e  ATPase  a ssay s  
fo r  DHX2 9 o r  Br r 2 ,  th e  o p t ima l  co n cen t r a t io n s  were  6 .4  n M an d  6 .25  n M,  r e sp ec t iv e ly .  
Co n cen t r a t ion s  o f  ATP o r  RNA were  se t  a t  t h e  Km  v a lu e  o f  each  sub s t r a t e  f o r  each  
enzy me as  fo l lo ws :  3 5  μ M ATP an d  1 .5  μ g /mL po ly (U)  fo r  e IF4 A1 an d  e IF4 A3 ;  20  μ M 
ATP an d  3 .0  μg /mL p o ly(U)  fo r  e IF4 A2 ;  3 0  μ M ATP an d  1 .8  μ g /mL po ly (U)  fo r  DHX29 ;  
and  2 0  μ M ATP and  2 .5  μg /mL p o ly (U)  fo r  Brr 2 .  Af te r  t h e  add i t io n  of  th e  sub s t r a t e s  an d  




were  in cub a ted  a t  ro o m temp era tu r e  fo r  30  min  fo r  e IF4 A3 ,  DHX2 9,  and  Br r2  or  4 0  min  
fo r  e IF4 A1  an d  eIF4 A2.  Th e  en zy mat i c  r eac t ion s  were  t e rmin a ted  b y  ADP -Glo  reag en t ,  
and  th en  ADP-Glo  d e tec t ion  r eag en t  was  ad d ed  to  d e tec t  ADP.  Lu min escen t  s ig n a l s  were  
measured  u s ing  an  En Vis io n  21 02  Mu l t i l ab e l  P la t e  Read e r  (Pe rk in E lmer ) .  We  d e f in ed  th e  
lumin escen t  s ign a l s  o f  th e  r eac t ion  wi tho u t  en zyme  as  10 0 % in h ib i to ry  ac t iv i ty  and  tho se  
of  th e  co mp le te  r eac t io n  mix ture  a s  0 % inh ib i to ry  ac t iv i ty .  Cu rv e  f i t t i ng s  an d  ca lcu la t ion s  
o f  IC 5 0  v a lu es  were  p e r fo rmed  u s in g  th e  p ro g ram XLf i t  v e r s io n  5  ( ID  Bu s in ess  So lu t io n s )  
w i th  th e  max imu m an d  min imu m o f  th e  curv e  con s t r a in ed  to  10 0  an d  0 ,  r e sp ec t iv e ly .  
Substra te  co m pet i t iv e  a ssa y .  ATP o r  RNA co mp e t i t i o n  a ssay  fo r  e IF 4 A3  were  p er formed 
u s ing  th e  ADP -Glo  Max  a ssay  sy s t em (Pro meg a) .  Th e  en zy m at i c  r eac t ion s  were  p e r fo rmed 
un d er  id en t i ca l  co nd i t ion s  to  th o se  u sed  for  RNA -d ep en d en t  ATPas e  a ssay ,  ex cep t  f o r  
su b s t r a t e  co n cen t r a t io n s .  ATP o r  RNA co n cen t r a t ion s  were  se t  a t  t h e  Km  v a lu es—  3 5  μ M 
or  1 .5  μg /mL,  r e sp ec t i v e ly —an d  3 .5– 1 75  μ M ATP or  6 0  μ g /mL  p o ly  (U)  were  u sed  to  
examin e  ATP or  RNA comp e t i t i v e  inh ib i t ion .  Th e  en zy mat i c  r eac t io n s  were  p e r fo rmed  a t  
ro o m temp era tu r e  fo r  1 05  min ,  ex cep t  fo r  4 5  min  a t  l o wer  con cen t r a t ion  th an  44  μ M ATP 
and  1 .5  μ g /mL p o ly(U ) ,  an d  fo r  30  min  a t  35  μ M ATP an d  60  μ g /m L  p o ly(U) .  Cu rv e  
f i t t i ng s  and  ca lcu la t io n s  o f  IC 5 0  v a lu es  were  p e r fo rmed  u s in g  th e  p ro g ram Grap h Pad  
Pr i sm  ve r s io n  5 .03  (Grap h Pad  So f tware ,  I n c . ) .  K i  was  ca l cu la t ed  u s in g  fo l lo win g  
fo rmu las :  IC 5 0 =K i  (1 + [ATP] / K m ) ,  wh e re  [ATP]  r epre sen t s  ATP co n cen t r a t io n ,  K m  i s  th e  
Mich ae l i s  con s tan t ,  an d  K i  d emo n s t r a t e s  th e  in h ib i to r  co n s tan t .  
Iso therma l  t i t ra t io n  ca lo r im etry  ( ITC) .  A l l  measu remen t s  were  p e r fo rmed u s in g  a  
Mic ro ca l  iTC2 00  ca lo r ime ter  (Ma lv e rn)  a t  25  °C.  Th e  syr in ge  was  lo ad ed  wi th  th e  
comp ou nd ;  th e  samp le  ce l l  was  f i l l ed  wi t h  th e  p ro te in .  Th e  p ro te in  so lu t io n  was  
exch ang ed  in to  th e  s to ck  b uf f e r  ( 5 0  mM Tr i s  p H 7 .6 ,  0 .1 5  M NaCl )  an d  con cen t ra t ed  to  
10 –2 0  μ M u s ing  u l t r a f i l t r a t ion  (Merck  Mi l l ip o re) .  Th e  f in a l  co n cen t r a t ion  o f  comp ou n d s  
was  10 0– 2 00  μ M.  Bin d in g  i so th e rms  were  an a ly zed  b y  no n l in ear  r eg re ss io n  u s in g  th e  
so f tware  Or ig in  7 .0  (Or ig in Lab) .  P r io r  to  cu rv e  f i t t i n g ,  t h e  hea t  o f  d i lu t ion  was  co r r ec ted  
by  su b t r ac t in g  th e  av e rag e  hea t  o f  in j ec t ion  a f t e r  sa tu r a t ion .  A  o n e - s i t e  b in d ing  mo d e l  
was  emp loy ed  to  y i e ld  th e  s to i ch io me t ry  n ,  t h e  d i s so c ia t io n  con s tan t  K D  an d  th e  en th a lp y  




r e sp ec t iv e ly ,  a s  Δ G  =  − RT  l n  ( 1 /K D )  an d  − TΔS  =  ΔG  −  ΔH .   
Repo rter  p la sm ids .  Th e r ep o r t e r  g en e  p la smid  was  co n s t ru c ted  a s  d esc r ib ed  in  th e  
l i t e r a tu r e  (Yamash i t a  e t  a l . ,  2 00 9 ) .  Br i e f ly ,  t h e  p GL4 .12  SV4 0 -Lu c2 CP -BGG v ec tor  was  
amp l i f i ed  b y  po ly meras e  ch a in  r eac t io n  (PC R)  f ro m p GL4 .1 3  (P ro meg a)  and  th e  β -g lo b in  
g en o mic  seq uen ce  f ro m Exo n  I I  t o  th e  p o ly (A)  s ig n a l  was  amp l i f i ed  b y  PCR f ro m a  h uman  
g en o mic  l ib ra ry  (Clo n tech  Lab o ra to r i e s ) .  Bo t h  PCR p rod u c t s  were  in se r t ed  in to  p GL4 .1 2  
(P ro meg a) .  A  p RL -TK v ec to r  a s  an  in t e rn a l  co n t ro l  was  pu rch ased  f ro m Pro meg a .  
NMD repo rter  a ssa y .  HEK29 3 T  ce l l s  were  t r an s f ec ted  wi th  th e  p GL4 .12  SV4 0 -Lu c2 CP-
BGG v ec to r  an d  a  p RL -TK v ec tor  a s  an  in t e rn a l  co n t ro l  u s in g  L ipo fec tamin e  LTX 
(Th e rmo  F i sh e r  Sc ien t i f i c ) .  Th e  comp ou n d s  were  t r ea t ed  for  6  h  a f t e r  t r an s f ec t io n  of  th e  
two v ec tor s  f o r  2 4  h .  Re la t iv e  f i r e f ly  to  r en i l l a  lu c i f e r a se  ac t iv i ty  was  d e termin ed  u s in g  
th e  du a l  lu c i f e r a se  k i t  (P romeg a) .  Lu min escen t  s ig n a l s  were  d e tec ted  by  En Vis io n  2 10 2  
Mu l t i l ab e l  P la t e  Read e r  (Pe rk in E lmer ) .  
Surfa ce  p la smo n reso na nce  (SPR)  b io sens i ng  a ssa y .  SPR b io sen s ing  ex p er imen t s  were  
p er formed on  Biaco reS20 0  and  BiacoreT10 0  in s t ru men t s  eq u ip p ed  wi th  CM7  sen sor  ch ip s  
(GE Hea l th care ) .  Immo b i l i za t ion  o f  e IF4 A3 o n to  th e  CM7 sen so r  su r f ace  was  p e r fo rmed  
fo l lo win g  th e  s t an d ard  amin e  co u p l in g  p ro ced ure  acco rd in g  to  th e  manu fac tur e r ' s  
i n s t ruc t io n s .  HBS -P+  ( 10  mM Tr i s -HCl ,  p H 7 .4 ,  15 0  mM NaCl ,  0 .05 % Su r f ac tan t  P20 )  
su pp lemen ted  wi th  1  mM DTT was  u sed  a s  th e  ru n n in g  bu f f er  f o r  immo b i l i za t io n .  Ty p ica l  
immo b i l i za t io n  l ev e l s  r an g ed  f ro m 5 00 0  to  10 00 0  RU.  Al l  b in d in g  exp e r imen t s  were  
p er formed in  2 0  mM Tr i s -HCl ,  p H 8 .0 ,  15 0  mM NaCl ,  0 .2  mM tr i s (2 -
ca rb ox y e thy l )ph o sp h in e  (TCEP) ,  0 .0 2 % Su r f ac tan t  P2 0  (v /v ) ,  and  1 – 2 % DMSO (v /v)  a t  
25  °C.  Co mp o un d  so lu t ion s  a t  sev e ra l  con cen t r a t io n s  (6– 1 2  p o in t s )  were  in j ec t ed  fo r  60 –
12 0  s  a t  a  f lo w r a t e  o f  50  μ L /min  and  th e  d i s so c ia t io n  was  fo l lo wed  for  u p  to  12 0 –1 20 0  s  
d ep end in g  o n  th e  co mpo un d 's  o f f - r a t e .  Co mp e t i t i o n  ex p er imen t s  were  p e r fo rmed  in  th e  
p r e sen ce  of  b lo ck ing  comp ou nd  5 2a  a t  a  s a tu r a t ed  con cen t r a t io n ,  d i lu t ed  in  th e  run n ing  
bu f f er  (Nav ra t i lo v a  e t  a l . ,  2 01 2 ) .  Da ta  p ro cess in g  and  an a ly z in g  were  p e r fo rmed  u s in g  
Biaco reS20 0  an d  BiacoreT10 0  ev a lu a t io n  so f tware  (GE Hea l th care ) .  Sen sorg rams  were  
do ub le - r e fe r en ced  pr io r  to  g lo b a l  f i t t i n g  th e  con cen t r a t io n  se r i e s  to  a  1 :1  b ind in g  mod e l .  




l n2 /k o f f ) .  
 
Chem is try  
Pro to n  nu c lea r  mag n e t i c  r e son an ce  ( 1 H NMR)  sp ec t r a  were  r ecord ed  on  Bru k er  AVANCE -
30 0  (3 00  MHz)  an d  Br uk e r  AVANCE -40 0  (4 0 0  MHz)  in s t ru men t s  in  CDCl 3  o r  DMSO -d 6  
so lu t ion .  Ch emica l  sh i f t s  a r e  g iv en  in  p ar t s  p er  m i l l io n  (pp m)  wi th  t e t r ame thy l s i l an e  a s  
an  in t e rn a l  s t and a rd .  Abb rev ia t io n s  a r e  u sed  a s  fo l lo ws :  s  =  s in g le t ,  d  =  d ou b le t ,  t  =  
t r ip l e t ,  q  =  qu a r t e t ,  sp t  =  sep te t ,  m =  mu l t ip l e t ,  d d  =  do u b le t  o f  d ou b le t s ,  d t  =  do ub le t  o f  
t r ip l e t s ,  b r s  =  b ro ad  s in g le t .  Co up l in g  co n s tan t s  ( J  v a lu es )  a r e  g iv en  in  h e r t z  (Hz) .  
E lemen ta l  an a ly ses  we re  car r i ed  ou t  b y  E lemen ta l  Mic ro an a ly s i s  Team in  th e  Med ic in a l  
Ch emis t ry  Resea rch  Labo ra tor i e s ,  Su mik a  Ch emica l  An a ly s i s  Se rv ice ,  o r  T oray  Resea rch  
Cen te r  and  were  wi th in  0 .4 % of  th e  th eo re t i ca l  v a lu es .  Lo w - reso lu t io n  mass  sp ec t r a  (MS)  
were  acq u i r ed  u s in g  an  Ag i l en t  LC/MS  sy s tem (Ag i l en t1 20 0 SL/Ag i l en t6 13 0 MS,  
Ag i l en t1 20 0 SL/Ag i l en t19 56 MS,  o r  Ag i l en t1 2 00 SL/Ag i l en t61 1 0 MS)  o r  Sh imad zu  
UFLC/MS (Pro min en ce  UFLC h ig h  p r e ssu re  g r ad ien t  sy s t em/LCMS -2 02 0 )  o p e ra t in g  in  an  
e l ec t ro n  sp ray  io n iza t ion  mo d e (ESI+) .  Th e  co lu mn u sed  was  an  L -co lu mn 2  ODS (3 .0  ×  
50  mm I .D . ,  3  μ m,  C ERI )  wi th  a  t emp era tu r e  o f  40  °C and  a  f lo w r a t e  o f  1 .2  o r  1 .5  
mL/min .  Co n d i t i on  1 :  Mob i l e  p h ases  A an d  B  u nd e r  an  ac id ic  con d i t ion  were  0 .05 % TFA 
in  wa te r  an d  0 .05 % TFA in  MeCN,  r e sp ec t iv e ly .  Th e  r a t io  o f  mo b i l e  p h ase  B  was  
in cr eased  l in ea r ly  f rom 5  to  9 0 % o v er  0 .9  min ,  9 0 % ov e r  th e  n ex t  1 .1  m in .  Co nd i t io n  2 :  
Mob i l e  ph ases  A  an d  B  u nd e r  a  n eu t r a l  con d i t io n  were  a  m ix tu re  o f  5  mmo l /L  AcONH 4  
and  MeCN (9 /1 ,  v /v )  an d  a  m ix ture  o f  5  mmo l /L  AcONH 4  an d  MeCN (1 /9 ,  v /v ) ,  
r e sp ec t iv e ly .  Th e  r a t io  o f  mo b i l e  ph ase  B  was  in c r eased  l in ear ly  f ro m 5  to  9 0 % o v er  0 .9  
min ,  9 0 % ov e r  th e  n ex t  1 .1  m in .  H i g h - r e so lu t ion  mass  sp ec t ro me t r i c  ana ly s i s  (H RMS)  was  
ca r r i ed  on  a  Bru k e r  Au to f l ex  Sp eed  (MALDI -TOF Mass ) . Sp ec i f i c  ro t a t io n  v a lu es  were  
ca r r i ed  o u t  b y  Su mik a  Ch emica l  An a ly s i s  Se r v ice  an d  o b se rv ed  in  MeOH (1  w/v %) .  
 Th e  p ur i t i e s  o f  a l l  t h e  co mp ou n d s  t e s t ed  in  b io lo g ica l  sy s t ems  were  a sse s sed  a s  b e in g  >  
95 % u s in g  e l emen ta l  an a ly s i s  o r  an a ly t i ca l  HPLC.  Pu r i ty  d a ta  were  co l l ec t ed  b y  HPLC 
wi th  NQAD (Nano  Qu a l i ty  An a ly te  De tec to r )  o r  Co ro n a  CAD (Ch arg ed  Aero so l  De tec tor ) .  




(5 0  mm ×  3 .0  mm I .D . ,  Sh i se id o )  wi th  a  t emp era tur e  o f  50  °C an d  a  f lo w r a t e  o f  0 .5  
mL/min .  Mo b i l e  ph ases  A  an d  B  u n d er  a  n eu t r a l  co nd i t io n  were  a  m ix tu re  o f  5 0  mmo l /L  
AcONH 4 ,  wa te r  an d  MeCN (1 /8 /1 ,  v /v /v )  an d  a  m ix t u re  o f  50  mmo l /L  AcONH 4  an d  MeCN 
(1 /9 ,  v /v ) ,  r e sp ec t iv e ly .  Th e  ra t io  o f  mob i l e  p h ase  B  was  in cr eased  l i n ea r ly  f ro m 5  to  9 5 % 
ov e r  3  m in ,  95 % o v e r  the  n ex t  1  m in .  Reagen t s  an d  so lv en t s  were  o b ta in ed  f ro m 
commerc ia l  so urces  a nd  u sed  wi th ou t  f u r th er  p ur i f i ca t i o n .  Rea c t ion  p rog ress  was  
d e termin ed  b y  th in  l ay er  chro ma tog rap h y  (TLC)  an a ly s i s  o n  Merck  Kiese lg e l  6 0  F2 54  
p la t e s  o r  Fu j i  S i ly s i a  NH p la t e s .  Ch ro matog raph ic  p ur i f i ca t io n  was  ca r r i ed  ou t  o n  s i l i ca  
g e l  co lu mn s ( (Merck  Kiese lg e l  6 0 ,  7 0 ‒2 30  mesh  o r  23 0‒ 4 00  me sh ,  Merck ) ,  (Ch ro matorex  
NH-DM 1 02 0 ,  10 0‒ 2 0 0  mesh ,  Fu j i  S i ly s i a  Ch emica l ) ,  ( I n j ec t  co lumn  and  Un iv e r sa l  
co lu mn,  YAMAZEN,  h t tp : / /y amazenu sa . co m/prod u c t s / co lumn s / ) ,  o r  (Pur i f -Pack  S i  o r  NH,  
Sh ok o  Sc ien t i f i c ,  h t tp : / / sh ok o - sc . co . jp / eng l i s h2 / ) ) .  P r ep a ra t iv e  TLC  was  ca r r i ed  ou t  o n  
Merck  Kiese lg e l  6 0  PLC p la t e s .  P r ep a ra t iv e  HPLC  was  acq u i r ed  a s  fo l lo ws :  [Me th o d  A]  
Gi l so n  Prep a ra t iv e  HPLC sy s tem wi th  UV d e tec tor  (2 14  and  2 5 4  n m) .  Th e  co lu mn  u sed  
was  a  Su n Fi r e  Prep  C1 8 OBD (2 5 0  ×  19  mm I .D . ,  10  μm,  Wate r s )  and  a  f lo w ra te  o f  2 5  
mL/min .  Mo b i l e  p hases  A and  B  u nd e r  an  ac id ic  co nd i t io n  were  0 .0 5 % TFA in  wa ter  an d  
MeCN,  r e spec t iv e ly .  Th e  r a t io  o f  mo b i l e  ph ase  B  was  in c r eased  l in ea r ly  o v e r  7 .8  m in .  
[Me th o d  B]  Gi l so n  Prep ara t iv e  HPLC sy s tem  wi th  UV d e tec to r  ( 21 4  an d  2 54  nm ) .  Th e  
co lu mn u sed  was  an  XBr id g e  Prep  C1 8  OBD (10 0  ×  30  mm I .D . ,  5  μ m,  Wate r s )  and  a  f low 
r a t e  o f  20  mL/min .  Mo b i l e  p h ases  A  an d  B  u nd e r  bas i c  co n d i t ion s  were  1 0  mM aq u eou s  
NH 4 HCO 3  an d  MeCN,  r e sp ec t iv e ly .  Th e  r a t io  o f  mo b i l e  p h ase  B  w as  in c r eased  l in ea r ly  
ov e r  9  m in .  [Me th od  C ]  MassLy nx  UV Prep  sy s t em wi th  UV de tec to r  ( 2 20  and  2 54  n m) .  
Th e  co lu mn u sed  was  a  L -Co lu mn  2  ODS (15 0  ×  20  mm I .D. ,  5  μm,  CERI )  an d  a  f lo w ra t e  
of  20  mL/min .  Mo b i l e  ph ases  A  an d  B  u nd e r  an  ac id ic  co nd i t io n  were  0 .1 % TFA in  wa te r  
and  0 .1 % TFA in  MeC N,  r e sp ec t iv e ly .  Th e  r a t io  o f  mo b i l e  p h ase  B  was  inc r eased  l in ea r ly  
ov e r  7  m in .  [Me tho d  D]  Gi l son  Prep ara t iv e  HPLC sy s tem wi th  UV d e tec tor  (2 2 0  an d  2 54  
nm) .  Th e  co lu mn  u sed  was  a  Sy mmet r ix  ODS -R (15 0  ×  30  mm I .D . ,  5  μ m,  Bo s to n  
An a ly t i c s ) ,  Sy n e rg i  C1 8  (1 5 0  ×  3 0  mm I .D . ,  4  μm,  Phen omen ex) ,  X br id g e  C1 8  (15 0  ×  2 0  
mm I .D . ,  5  μm,  Wate r s ) ,  o r  Gemin i  C1 8  (1 50  ×  2 5  mm I .D . ,  1 0  μ m,  Ph en o men ex ) ,  and  a  




0 .2 25 % formic  a c id  in  wa te r  an d  MeCN,  r e sp ec t iv e ly .  Co nd i t io n  2 :  Mob i l e  ph ases  A  an d  
B  un d e r  ac id ic  co nd i t ion s  were  1 % TFA in  wa te r  an d  MeCN,  r e sp ec t iv e ly .  Con d i t io n  3 :  
Mob i l e  ph ases  A  an d  B  u nd e r  b as i c  co n d i t ion s  were  0 .05 % aqu eo u s  ammo n ia  so lu t ion  and  
MeCN,  r e sp ec t iv e l y .  Th e  r a t io  o f  mob i l e  p hase  B  was  in c r eased  l in ea r ly  ov e r  b e tween  8  
and  1 5  min .   A l l  co mmerc ia l ly  ava i l ab le  so lv en t s  an d  r eag en t s  were  u sed  wi th ou t  fu r th er  
pu r i f i ca t ion .  Y ie ld s  were  n o t  o p t im ized .   
Co mpo un d  1 0 2  was  p u rchased  f ro m Cen tauru s  b io p h arm ( f ee - fo r - se rv ice  (L i  e t  a l . ,  20 0 9) ) .  
Co mpo un d s  1 03 ,  10 5 −10 9  an d  11 3  a r e  co mmerc ia l ly  av a i l ab le .  1 03  was  p urch ased  f ro m 
En amin e ,  1 05  f ro m Ch emDiv ,  10 6  f r o m UOS,  1 0 7  f r om ASINEX,  10 8  f ro m ACB b lo ck s ,  
10 9  f r om Ark Ph arm,  1 1 3  f ro m EVO b lo ck s .   
(4 - (4 -Chlo ro benzoy l ) -3 - (4 - ch lo ro pheny l )p ip era z in -1 -y l ) (1H - indo l -3-y l )m etha no ne  
(1 0 4) .  HATU (15 3  mg ,  0 .4 0  mmo l )  was  ad d ed  to  a  so lu t io n  o f  1 64 a  ( 10 0  mg ,  0 .2 7  mmo l ) ,  
16 6  (43  mg ,  0 .27  mmo l )  and  DIPEA (7 0  mg ,  0 .5 4  mmo l )  in  DMF (3  mL) .  Af te r  s t i r r in g  a t  
ro o m temp era tur e  fo r  18  h ,  t h e  r eac t ion  mix tu re  was  p u r i f i ed  by  p r ep a ra t iv e  HPLC  
(Con d i t io n  1 ,  0 .2 25 % aqu eou s  fo rmic  ac id  so lu t io n /MeCN =  5 3 /47  to  23 /7 7)  to  g iv e  10 4  
(3 5  mg ,  27 %)  a s  a  wh i t e  so l id .  1 H NMR (3 00  MHz,  DMSO -d 6 ,  T =  8 0  °C)  δ  3 . 3 9– 3 .4 3  (m ,  
2 H) ,  3 .7 2 –3 .74  (m ,  1 H) ,  3 .77 – 3 .7 8  (m ,  1 H) ,  3 .8 5 – 3 .8 7  (m,  1 H) ,  4 .6 6 – 4 .7 0  (m,  1 H) ,  5 .4 9  
( s ,  1 H) ,  7 .05 – 7 .0 8  (m ,  1 H) ,  7 .12 –7 .15  (m ,  1 H) ,  7 .34  ( s ,  4 H) ,  7 .41 –7 .44  (m ,  1 H) ,  7 .56  ( s ,  
5 H) ,  7 .5 8 –7 .59  (m ,  1 H) ,  1 1 .2 9  ( s ,  1 H) .  MS m / z  4 7 8  (M+H) + .  Ana l .  Ca lcd  for  
C 2 6 H 2 1 Cl 2 N 3 O 2 ·1 .2 5 H 2 O:  C,  62 .34 ;  H ,  4 .7 3 ;  N ,  8 .39 .  Fou n d :  C ,  6 2 .2 7 ;  H ,  4 .48 ;  N ,  8 .38 .  
Methy l  6 - i so pro py l -1 H - indo le -2 - ca rbo xy la te  ( 1 10 ) .  To  a  m ix tu re  o f  10 3  ( 3 5  mg,  0 .1 7  
mmo l )  in  MeOH (4  mL)  was  add ed  con cen t r a t ed  H 2 SO 4  ( 0 .0 18  mL,  0 .3 4  mmo l )  a t  ro o m 
temp era tur e .  Th e  mix tu re  was  r e f lu xed  o v ern igh t .  Th e  r eac t ion  mix tu re  was  co n cen t r a t ed ,  
n eu t r a l i zed  wi th  sa tu r a t ed  aq u eo u s  NaHCO 3  s o lu t io n  a t  ro o m temp era tur e ,  an d  ex t r ac t ed  
wi th  E tOAc .  Th e  o rg an ic  l ay er  was  sep ara t ed ,  wash ed  wi th  wa te r  and  b r in e ,  d r i ed  o v er  
Mg SO 4 ,  and  co n cen t r a t ed .  Th e  re s id u e  was  p u r i f i ed  by  NH -s i l i ca  g e l  co lumn  
chro ma to g rap hy  (h ex an e /E tOAc  =  9 5 /5  to  20 /80 )  to  g iv e  11 0  (2 0  mg,  5 4  %)  a s  a  wh i t e  
so l id .  1 H NMR (30 0  M Hz,  CDC l 3 )  δ  1 .3 1  (d ,  J  =  6 .9  Hz ,  6 H) ,  3 .02  ( sp t ,  J  =  6 .9  Hz ,  1 H) ,  
3 .9 3  ( s ,  3 H) ,  7 .0 6  (d d ,  J  =  8 .4 ,  1 .2  Hz ,  1 H) ,  7 .18  (dd ,  J  =  2 .1 ,  1 .0  Hz ,  1 H) ,  7 .2 3 -7 .25  (m ,  




au th en t i c  samp le  pu rch ased  f rom AC B -b lo ck s . )  MS m / z  2 1 8  (M+H) + .  Ana l .  Ca lcd  fo r  
C 1 3 H 1 5 NO 2 :  C ,  71 .87 ;  H ,  6 .96 ;  N ,  6 .45 .  Fo un d :  C ,  71 .71 ;  H ,  6 .9 2 ;  N ,  6 .3 8 .  
6 - I so pro py l -1 H - indo le -2 - ca rbo x am ide  (11 1 ) .  A  mix tu re  o f  10 3  ( 1 0 0  mg ,  0 .49 2  mmo l ) ,  
HOBt ·NH 3  (3 74  mg ,  2 .46  mmo l ) ,  EDC·HCl  (4 72  mg ,  2 .4 6  mmo l ) ,  an d  DIPEA (0 .4 3 0  mL,  
2 .4 6  mmo l )  in  DMF (5  mL)  was  s t i r r ed  a t  r oo m temp era tur e  ov e rn ig h t .  To  th e  mix tu re  was  
add ed  2  M NH 3  i n  iPrOH  (0 .74  mL,  1 .4 8  mmo l )  a t  r o om temp era tur e ,  an d  th e  r e su l t in g  
mix tu re  was  s t i r r ed  a t  ro o m temp era tu r e  o v ern ig h t .  Th e  r eac t io n  mix tu re  was  p o ured  in to  
wa te r  a t  r oo m temp era tur e  and  ex t rac t ed  wi th  E tOAc .  Th e  o rg an ic  l ay er  was  sep a ra t ed ,  
wash ed  wi th  wa te r  an d  b r in e ,  d r i ed  o v e r  Mg SO 4 ,  an d  co n cen t r a t ed .  Th e  r e s id u e  was  
pu r i f i ed  b y  NH -s i l i ca  g e l  co lu mn  ch ro ma tog raph y  (h ex an e /E tOAc  =  95 /5  to  0 /1 00 )  and  
c ry s t a l l i zed  f ro m h ex an e –EtOAc  to  g iv e  1 1 1  ( 6 5  mg,  65 %)  a s  a  wh i t e  so l id .  1 H NMR (30 0  
MHz,  CDCl 3 )  δ  1 .3 1  (d ,  J  =  6 .9  Hz ,  6 H) ,  2 .9 3 – 3 .1 1  (m ,  1 H) ,  5 .8 6  (b r s ,  2 H) ,  6 .8 2 – 6 .9 2  (m,  
1 H) ,  7 .0 7  (dd ,  J  =  8 .3 ,  1 .4  Hz ,  1 H) ,  7 .2 7  ( s ,  1 H) ,  7 .5 8  (d ,  J  =  8 .3  Hz ,  1 H) ,  9 .22  (b r s ,  1 H) .  
MS m / z  20 3  (M+H) + .  An a l .  Ca lcd  for  C 1 2 H 1 4 N 2 O·0 .2 H 2 O:  C,  70 .0 1 ;  H ,7 .0 5 ;  N ,  13 .61 .  
Fo un d :  C ,  7 0 .1 0 ;  H ,  6 .9 3 ;  N,  13 .49 .  
6- Iso pro py l -2 - (1 H - t e t ra zo l -5 -y l ) -1 H - indo le  (11 2 ) .  A so lu t io n  of  11 1  ( 60 0  mg ,  2 .9 8  
mmo l )  in  POCl 3  (3  mL)  was  h ea ted  a t  9 0  °C for  3  h .  Th e  r eac t ion  mix tu re  was  
con cen t r a t ed ,  d i lu t ed  wi th  i ce  wa te r ,  an d  ex t r ac t ed  wi th  E tOAc .  Th e  sep a ra t ed  org an ic  
l ay er  was  wash ed  wi t h  b r in e ,  d r i ed  o v er  N a 2 SO 4 ,  an d  co n cen t r a t ed .  Th e  r e s idu e  was  
pu r i f i ed  b y  s i l i ca  g e l  co l u mn  ch roma to grap h y  (p e t ro leu m e th er /E tOAc  =  1 /1)  to  g ive  6 -
i so pro py l -1 H - in do le -2 - ca rb on i t r i l e  ( 40 0  mg )  a s  a  c ru d e  p rod u c t .  A  mix tu re  o f  th e  c rud e  
(1 0 0  mg ) ,  NaN 3  ( 11 3  mg ,  1 .74  mmo l ) ,  and  NH 4 Cl  (1 .7 4  mmo l)  in  DMF (10  mL)  was  
s t i r r ed  a t  ro o m temp era tur e  fo r  6  h .  Th e  r eac t ion  mix tu re  was  po u red  in to  wa te r  an d  
ex t r ac t ed  wi th  E tOAc .  Th e  sep a ra t ed  org an ic  l ay e r  was  wash ed  wi th  b r in e ,  d r i ed  ov e r  
Na 2 SO 4 ,  an d  co ncen t r a t ed .  Th e  r e s id u e  was  p ur i f i ed  by  p r ep ara t iv e  HPLC twice  (me th od  
B and  C)  to  g iv e  11 2  ( 30  mg ,  1 8 % for  2  s t ep s )  a s  a  y e l lo w o i l .  1 H NMR (30 0  MHz,  
DMSO-d 6 )  δ  1 .2 6  (d ,  J  =  6 .9  Hz ,  6 H) ,  2 .8 9 – 3 .0 9  (m ,  1 H) ,  7 .01  (d ,  J  =  8 .3  Hz ,  1 H) ,  7 .1 0  
(d ,  J  =  1 .3  Hz ,  1 H) ,  7 .31  ( s ,  1 H) ,  7 .58  (d ,  J  =  8 .3  Hz ,  1 H) ,  1 1 .9 8  (br s ,  1 H) .  MS m / z  2 28  
(M+H) + .  HRMS m / z  ( M+H) + .  Ca lcd  for  C 1 2 H 1 4 N 5 + :  2 2 8 .1 24 4 .  Fou nd :  2 28 .12 34 .  Pu r i ty  




3-F luo ro-6 - i so pro py l -1H - indo le -2- ca rbox y l i c  a c id  ( 11 4 ) .  To  a  m ix ture  o f  1 1 0  ( 40 0  mg ,  
1 .8 4  mmo l )  and  Mg O ( 1 48  mg,  3 .6 8  mmo l )  in  MeCN (1 0  mL)  was  s lo wly  ad d ed  
Se lec t f luo r  (7 83  mg,  2 .2 1  mmo l)  a t  ro o m temp era tur e ,  t hen  th e  r e su l t ing  mix tu re  was  
s t i r r ed  a t  ro o m temp era tur e  o v ern igh t .  Th e  r eac t ion  mix ture  was  c on cen t ra t ed ,  and  th e  
r e s idu e  was  pu r i f i ed  b y  s i l i ca  g e l  p r ep ara t iv e  TLC (p e t ro leu m e th e r /E tOAc  =  5 /1 )  to  
a f fo rd  15 5  (8 1  mg ) .  To  a  so lu t io n  of  15 5  (8 1  mg)  in  THF (8  mL)  was  a dd ed  NaOH  (4 1  mg ,  
1 .0 2  mmo l) ,  t h en  th e  r eac t io n  mix tu re  was  s t i r r ed  a t  ro o m temp era tur e  ov e rn ig h t .  Th e  
mix tu re  was  co n cen t r a t ed ,  and  to  th e  r e s idu e  was  add ed  wa te r .  Th e  mix tu re  was  ad ju s t ed  
to  p H 3– 4  w i th  1  M HCl  and  ex t r ac t ed  wi th  E tOAc .  Th e  org an ic  l ay e r  was  sep ara t ed ,  
wash ed  wi th  b r in e ,  d r i ed  o v e r  Na 2 SO 4 ,  and  con cen t r a t ed .  Th e  r e s i du e  was  p u r i f i ed  b y  
pr ep a ra t iv e  HPLC (me t ho d  A)  to  g iv e  1 14  ( 2 2  mg ,  6 % for  2  s t ep s )  a s  a  wh i t e  so l id .  1 H 
NMR (40 0  MHz,  DM S O-d 6 )  δ  1 . 2 3  ( t ,  J  =  6 .8  Hz ,  6 H) ,  2 .8 9 – 3 .1 0  (m ,  1 H) ,  7 .0 4  (d d ,  J  =  
8 .4  Hz ,  1 .2  Hz ,  1 H) ,  7 .19  ( s ,  1 H) ,  7 .5 3  (d ,  J  =  8 .4  Hz ,  1 H) ,  11 .37  ( s ,  1 H) ,  13 .1 2  (b r s ,  1 H) .  
MS m / z  2 2 2  (M+H) + .  An a l .  Ca lcd  for  C 1 2 H 1 2 FNO 2 ·0 .4 H 2 O:  C,  6 3 .09 ;  H ,5 .6 5 ;  N ,  6 .1 3 .  
Fo un d :  C ,  6 3 .1 5 ;  H ,  5 .4 0 ;  N,  6 .1 0 .  
4-F luo ro-6 - i so pro py l -1H - indo le -2- ca rbox y l i c  a c id  ( 11 5 ) .  A mix tu re  o f  15 8 a  ( 13 0  mg ,  
0 .5 57  mmo l )  an d  1 0 % Pd /C (1 3  mg)  in  MeOH (5  mL)  was  h yd rog en a ted  (0 .2 0  MPa)  a t  
ro o m temp era tu r e  o v e rn ig h t .  Th e  mix tu re  was  f i l t e r ed ,  an d  th e  f i l t r a t e  was  con cen t ra t ed  
to  a f fo rd  me thy l  4 - f luo ro -6 - i sop rop y l -1 H - in do le -2- ca rb o xy la t e  (1 2 0  mg)  a s  a  c ru d e  
pro du c t .  To  th e  c ru d e  ( 12 0  mg)  in  THF (1 0  mL)  was  add ed  NaOH  (5 7 .6  mg ,  1 .4 4  mmo l) ,  
and  th e  r eac t io n  mix ture  was  s t i r r ed  a t  r o o m temp era tu r e  o ve rn ig h t .  The  mix tu re  was  
con cen t r a t ed ,  and  th e  r e s id u e  was  p ou red  in to  wa te r .  Th e  mix tu re  was  th en  ad ju s t ed  to  p H 
3– 4  wi th  1  M HCl  an d  ex t r ac t ed  wi th  E tOAc .  Th e  o rg an ic  l ay e r  was  wash ed  wi th  b r in e ,  
d r i ed  o v e r  Na 2 SO 4 ,  an d  co ncen t r a t ed .  Th e  r e s id u e  was  p ur i f i ed  b y  p r ep a ra t iv e  HPLC  
(me th od  A)  to  g iv e  11 5  (3 0  mg ,  2 5 % fo r  2  s t ep s )  a s  a  wh i t e  so l id .  1 H NMR (4 0 0  MHz,  
CD 3 OD)  δ  1 . 3 0  (d ,  J  =  6 .8  Hz ,  6 H) ,  2 .9 7 –2 .98  (m ,  1 H) ,  6 .67  (d ,  J  =  1 1 .6  Hz ,  1 H) ,  7 .0 8  (d ,  
J  =  7 .2  Hz ,  2 H) .  2 H were  no t  o b se rv ed .  MS m / z  22 2  (M+H) + .  An a l .  Ca lcd  fo r  C 1 2 H 1 2 FNO 2 :  
C ,  65 .15 ;  H ,5 .4 7 ;  N ,  6 .33 .  Fou n d :  C ,  6 5 .0 4 ;  H ,  5 .52 ;  N ,  6 .2 8 .  
4-Chlo ro -6 - i so pro py l -1H - indo le -2- ca rbox y l i c  a c id  ( 11 6 ) .  Co mp ou nd  1 16  was  p r ep ared  




11 5  and  ob ta in ed  a s  a  wh i t e  so l id  (4 1 % for  2  s t ep s ) .  1 H NMR (4 0 0  MHz,  DMSO -d 6 )  δ  1 .2 4  
(d ,  J  =  6 .8  Hz ,  6 H) ,  2 .95 –3 .04  (m ,  1 H) ,  6 .9 9  (d ,  J  =  1 .2  Hz ,  1 H) ,  7 .09  ( s ,  1 H) ,  7 .2 2  ( s ,  
1 H) ,  1 2 .0 1  (b r s ,  1 H) ,  1 3 .1 3  (b r s ,  1 H) .  MS m / z  2 3 8  (M+H) + .  An a l .  Ca lcd  for  
C 1 2 H 1 2 Cl NO 2 ·0 .5 H 2 O:  C,  58 .43 ;  H ,5 .3 1 ;  N ,  5 .68 .  Fou n d :  C ,  5 8 .3 5 ;  H ,  5 .12 ;  N ,  5 .6 1 .  
5-F luo ro-6 - i so pro py l -1H - indo le -2- ca rbox y l i c  a c id  ( 11 7 ) .  Co mpo u nd  1 1 7  was  p r ep a red  
f ro m co mp o un d  1 58 c  i n  a  s im i l a r  man n er  to  t h a t  d esc r ib ed  fo r  th e  syn th es i s  o f  co mp o un d  
11 5  and  ob ta in ed  a s  a  wh i t e  so l id  (5 9 % for  2  s t ep s ) .  1 H NMR (4 0 0  MHz,  DMSO -d 6 )  δ  1 .2 5  
(d ,  J  =  6 .8  Hz ,  6 H) ,  3 .1 7 – 3 .2 4  (m ,  1 H) ,  7 .0 1  (d ,  J  =  1 .6  Hz ,  1 H) ,  7 .29  (d ,  J  =  6 .8  Hz ,  1 H) ,  
7 .3 5  (d ,  J  =  1 1 .6  Hz ,  1 H) ,  1 1 .7 3  (b r s ,  1 H) ,  12 .97  (br s ,  1 H) .  MS m / z  2 2 2  (M+H) + .  An a l .  
Ca lcd  fo r  C 1 2 H 1 2 FNO 2 · 0 .2 H 2 O:  C,  6 4 .1 1 ;  H ,5 .56 ;  N ,  6 .2 3 .  Fo u nd :  C ,  64 . 08 ;  H ,  5 .4 2 ;  N ,  
6 .1 9 .  
7-F luo ro-6 - i so pro py l -1H - indo le -2- ca rbox y l i c  a c id  ( 1 1 8) .  Co mpo u nd  11 8  was  p r ep a red  
f ro m co mpo un d  15 8 e  i n  a  s im i l a r  mann e r  to  th a t  d esc r ib ed  for  th e  syn th es i s  o f  co mpo u nd  
11 5  and  ob ta in ed  a s  a  wh i t e  so l id  (2 4 % for  2  s t ep s ) .  1 H NMR (4 0 0  MHz,  DMSO -d 6 )  δ  1 .2 6  
(d ,  J  =  6 .8  Hz ,  6 H) ,  3 .29 –3 .36  (m,  1 H) ,  6 .9 9 – 7 .0 3  (m ,  1 H) ,  7 .1 1  ( t ,  J  =  2 .6  Hz ,  1 H) ,  7 .40  
(d ,  J  =  8 .0  Hz ,  1 H) ,  1 2 .0 8  ( s ,  1 H) ,  13 .01  ( s ,  1 H) .  MS m / z  22 2  (M+H) + .  An a l .  Ca lcd  fo r  
C 1 2 H 1 2 FNO 2 ·0 .3 H 2 O:  C,  6 3 .5 5 ;  H ,5 .61 ;  N ,  6 .1 8 .  Fo u nd :  C ,  6 3 .5 2 ;  H ,  5 .4 2 ;  N ,  6 .16 .  
7-Chlo ro -6 - i so pro py l -1H - indo le -2- ca rbox y l i c  ac id  (1 19 ) .  Co mp ou nd  11 9  was  p r ep ared  
f ro m co mp ou n d 15 8 f  i n  a  s im i l a r  man ne r  to  th a t  d esc r ib ed  fo r  th e  sy n th es i s  o f  co mp o un d 
11 5  and  ob ta in ed  a s  a  wh i t e  so l id  (4 7 % for  2  s t ep s ) .  1 H NMR (4 0 0  MHz,  DMSO -d 6 )  δ  1 .2 4  
(d ,  J  =  6 .8  Hz ,  6 H) ,  3 .41 –3 .51  (m ,  1 H) ,  6 .97  ( s ,  1 H) ,  7 .0 9  (d ,  J  =  8 . 4  Hz ,  1 H) ,  7 .5 5  (d ,  J  
=  8 .0  Hz ,  1 H) ,  1 1 .1 0  (br s ,  1 H) .  1 H was  n o t  o b se rv ed .  MS m / z  2 3 8  (M+H) + .  Ana l .  Ca lcd  
fo r  C 1 2 H 1 2 ClN O 2 ·0 .3 H 2 O:  C,  59 .29 ;  H ,  5 .2 2 ;  N ,  5 .76 .  Fou n d :  C ,  5 9 .1 0 ;  H ,  5 .02 ;  N ,  5 .58 .  
4-Chlo ro -7 - f luo ro -6- i s o pro py l -1 H - indo le -2 - ca rbo x y l i c  a c id  ( 1 20 ) .  To  a  so lu t io n  o f  
so d iu m (4 60  mg,  20 .0  mmo l )  in  MeOH (2 0  mL)  was  add ed  a  so l u t io n  o f  4 -b ro mo-2 -
ch lo ro -5 - f lu oro b en za ld ehy d e  15 9  (1 .19  g ,  5 .0 1  mmo l )  and  me thy l  2 - az ido ace ta t e  (2 .3 0  g ,  
20 .0  mmo l )  in  MeOH (1 0  mL)  drop wise  a t  −10  °C  u n de r  N 2  a tmo s ph e re .  Th e  r e su l t in g  
mix tu re  was  warmed  to  roo m temp era tu r e  an d  s t i r r ed  fo r  1 2  h  a t  ro om temp era tur e .  Th e  
r eac t io n  mix ture  was  p ou red  in to  i ce  wa te r  an d  ex t r ac t ed  wi th  E tOAc .  Th e  org an ic  l ay er  




pu r i f i ed  b y  s i l i ca  g e l  co lu mn  ch ro ma to grap hy  (p e t ro leu m e th e r )  t o  g iv e  me th y l  2 - az id o-3 -
(4 -bro mo -2-ch loro -5 - f luo rop h en y l ) acry la t e  (4 00  mg )  a s  a  c rud e  p ro du c t .  Th en ,  t h e  c ru d e  
(3 4 0  mg)  was  d i s so lv ed  in  xy len e  (1 0  mL ) ,  an d  th e  so lu t io n  was  s t i r r ed  a t  16 0  °C for  3  h .  
Th e  r eac t io n  mix tu re  was  con cen t r a t ed  in  v acu o  an d  th e  r e s idu e  was  so l id i f i ed  f ro m 
p e t ro leum e th e r  to  g iv e  16 0  (2 0 0  mg ,  15 % f or  2  s t ep s )  a s  a  wh i t e  so l id .  1 H NMR (4 0 0  
MHz,  CDCl 3 )  δ  4 .00  ( s ,  3 H) ,  7 .28 – 7 .3 2  (m ,  2 H) ,  9 .2 4  (b r s ,  1 H) .  
A  mix tu re  o f  16 0  (2 0 0  mg ,  0 .6 52  mmo l ) ,  15 7  ( 1 10  mg ,  0 .6 54  mmo l ) ,  Na 2 CO 3  ( 13 8  mg ,  
1 .3 0  mmo l ) ,  and  Pd(d p pf )Cl 2  (4 8  mg ,  0 .0 66  mmo l )  in  d io x an e  (50  mL)  an d  wa te r  ( 5  mL)  
was  d eg assed  and  th en  h ea ted  to  1 00  °C fo r  1 2  h  u n de r  N 2  a tmo sp h ere .  Th e  reac t io n  
mix tu re  was  p ou red  in to  wa te r  an d  ex t r ac t ed  wi th  E tOAc .  The  org an ic  l ay e r  was  sepa ra t ed ,  
wash ed  wi th  b r in e ,  d r i ed  o v e r  Na 2 SO 4 ,  and  con cen t r a t ed .  Th e  r e s i du e  was  p u r i f i ed  b y  
s i l i ca  g e l  co lumn  chro ma to g rap h y  (p e t ro leu m e th er /E tOAc  =  1 0 /1)  to  a f ford  me thy l  4 -
ch lo ro -7 - f lu oro -6 - (p rop -1 -en-2 -y l ) -1 H - ind o le -2- ca rbo xy la t e  (1 00  mg,  5 7 %)  a s  a  l i g h t  
y e l lo w so l id .  1 H NMR (4 0 0  MHz,  CDCl 3 )  δ  2 . 21  ( s ,  3 H) ,  3 .99  ( s ,  3 H) ,  5 .31 –5 .36  (m ,  2 H) ,  
7 .1 1  (d ,  J  = 6 .0  Hz,  1 H) ,  7 .2 8 –7 .30  (m ,  1 H) ,  9 .1 9  (b r s ,  1 H) .  
To  a  m ix tu re  o f  me thy l  4 - ch lo ro -7 - f luo ro -6- (pro p-1 -en -2 -y l ) -1 H - ind o le -2 - ca rb ox y la t e  
(1 0 0  mg ,  0 .37 3  mmo l )  and  10 % Pd /C (3 0  mg )  in  MeOH (2 0  mL)  was  add ed  Zn Br 2  ( 1 12  mg,  
0 .4 97  mmo l )  a t  r o om temp era tur e .  Th e  r e su l t in g  mix tu re  was  h yd rog en a ted  (0 .2 8  MPa)  fo r  
12  h .  Th e  r eac t ion  mix ture  was  f i l t e r ed ,  and  th e  f i l t r a t e  was  co n cen t r a t ed  to  g iv e  me th y l  
4 - ch loro -7 - f lu o ro -6- i so pro py l -1 H- in do le -2- ca rbo xy la t e  a s  a  c rud e  p rod u c t .  Th e  c rud e  an d  
L iOH·H 2 O (3 1 .3  mg ,  0 .7 4 6  mmo l)  were  d i s so lv ed  in  THF (20  mL)  and  H 2 O (5  mL) ,  an d  
th e  so lu t io n  was  s t i r r ed  a t  r oo m temp era tu r e  fo r  12  h .  Th en  th e  p H of  th e  mix tu re  was  
ad ju s t ed  to  <  6  wi th  4  M HCl  an d  th e  mix tu re  was  co n cen t r a t ed .  Th e  r e s id u e  was  p ur i f i ed  
by  pr ep a ra t iv e  HPLC ( me th o d  D ,  con d i t io n  1 )  to  g iv e  1 20  ( 40  mg ,  4 2 % fo r  2  s t ep s )  a s  a  
wh i t e  so l id .  1 H NMR (40 0  MHz,  CDCl 3 )  δ  1 .33  (d ,  J  = 6 .8  Hz ,  6 H) ,  3 .3 5 –3 .45  (m ,  1 H) ,  
7 .0 6  (d ,  J  = 5 .2  Hz ,  1 H) ,  7 .4 2 –7 .43  (m ,  1 H) ,  9 .11 (b r s ,  1 H) .  1 H w as  n o t  ob se rv ed .  1 3 C 
NMR (1 51  MHz,  CDCl 3 )  δ  p p m 2 3 .0  (2 C) ,  2 7 .0  (d ,  J  = 2 .2  Hz ,  1 C) ,  10 9 .5 ,  11 9 .5  (d ,  J  =  
3 .3  Hz ,  1 C) ,  1 2 2 .5  (d ,  J  = 3 .3  Hz ,  1 C) ,  12 6 .8 ,  1 27 .0  (d ,  J  = 1 6 .6  Hz ,  1 C) ,  1 2 7 .2  (d ,  J  =  
5 .0  Hz,  1 C) ,  13 1 .7  (d ,  J  = 12 .2  Hz ,  1 C) ,  14 5 .4  (d ,  J  = 24 3  Hz ,  1 C) ,  1 64 .1 .  MS m / z  2 56  




55 .29 ;  H ,  4 .36 ;  N ,  5 .4 0 .  
(4 - (4 -Chlo ro benzoy l ) -3 - (4 - ch lo ro pheny l )p ip era z in -1 -y l ) (1H - inda zo l -3 -y l )metha no ne  
(1 2 1) .  Co mp o un d  1 2 1  was  p r ep a red  f ro m co mpo un d s  1 64 a  an d  1 67  i n  a  s im i l a r  man n e r  to  
th a t  d esc r ib ed  fo r  th e  sy n th es i s  o f  co mpo un d  1 04  and  o b ta in ed  in  3 9 % y ie ld  a s  a  wh i t e  
so l id .  1 H NMR (3 00  MHz,  DMSO -d 6 ,  T =  8 0  °C)  δ  3 .3 9 – 3 .5 6  (m ,  2 H) ,  3 .82 –4 .02  (m,  2 H) ,  
4 .3 7– 4 .5 2  (m ,  1 H) ,  4 .9 9 – 5 .1 0  (m ,  1 H) ,  5 .5 4  ( s ,  1 H,) ,  7 .1 5 – 7 .2 4  (m ,  1 H) ,  7 .2 6 – 7 .4 4  (m ,  
5 H) ,  7 .5 0  ( s ,  4 H) ,  7 .57 –7 .60  (m ,  1 H) ,  7 .8 8  (d ,  J  =  8 .1  Hz ,  1 H) ,  1 3 .1 2 – 13 .45  ( s ,  1 H) .  MS  
m / z  4 79  (M+H) + .  An a l .  Ca lcd  fo r  C 2 5 H 2 0 Cl 2 N 4 O 2 ·H 2 O:  C,  6 0 .3 7 ;  H,  4 .4 6 ;  N ,  1 1 .2 6 .  Fo un d :  
C ,  60 .11 ;  H ,  4 .3 2 ;  N ,  1 1 .1 4 .  
(4 - (4 -Chlo ro benzoy l ) -3 - (4 - ch lo ro pheny l )p ip era z in -1 -y l ) (py ra zo lo[1 ,5 -a ]py r id in -3 -
y l )m etha no ne  (1 2 2) .  A  mix ture  o f  1 6 4a  (1 00  mg ,  0 .30  mmo l ) ,  16 8  ( 53  mg ,  0 .3 3  mmo l ) ,  
EDC·HCl  (69  mg ,  0 .3 6  mmo l ) ,  HOBt  (5 5  mg,  0 .3 6  mmo l )  an d  D IPEA (0 .16  mL,  0 .89  
mmo l )  in  DMF (3  mL)  was  s t i r r ed  a t  r oo m temp era tur e  o v ern igh t .  Th e  r eac t ion  mix ture  
was  p ou red  in to  wa te r  an d  ex t r ac t ed  wi th  E tOAc .  Th e  o rg an ic  l aye r  was  sep a ra t ed ,  
wash ed  wi th  wa te r  an d  b r in e ,  d r i ed  o v e r  Mg SO 4 ,  an d  co n cen t r a t ed .  Th e  r e s id u e  was  
pu r i f i ed  b y  NH -s i l i ca  g e l  co lumn  ch ro ma tog raph y  (h ex an e /E tOAc =  9 5 /5  to  2 0 /80 )  to  g iv e  
12 2  (11 2  mg ,  7 8 %)  a s  a  wh i t e  so l id .  1 H NM R (3 00  MHz,  CD Cl 3 )  δ  3 .2 3– 3 .4 6  (m ,  2 H) ,  
3 .5 2– 4 .5 1  (m ,  3 H) ,  4 .98  (d ,  J  = 1 4 .1  Hz ,  1 H) ,  5 .3 6 – 6 .0 6  (m ,  1 H) ,  6 .8 9 – 6 .9 8  (m ,  1 H) ,  
7 .2 7– 7 .4 7  (m ,  9 H) ,  7 .8 6  (d ,  J  = 9 .0  Hz ,  1 H) ,  7 .9 2  ( s ,  1 H) ,  8 .4 9  (d ,  J  = 6 .9  Hz ,  1 H) .  MS 
m / z  47 9  (M+H) + .  Ana l .  Ca lcd  for  C 2 5 H 2 0 Cl 2 N 4 O 2 :  C ,  6 2 .6 4 ;  H ,  4 .2 1 ;  N ,  1 1 .6 9 .  Fo un d :  C ,  
62 .34 ;  H ,  4 .20 ;  N ,  11 .4 8 .  
(4 - (4 -Chlo ro benzoy l ) -3 - (4 - ch lo ro pheny l )p ip era z in -1 -y l ) (1 -pheny l - 1H -py razo l -4 -
y l )m etha no ne  ( 1 23 ) .  Co mpo un d  12 3  was  p r epa red  f rom co mp o un d s  1 64 a  an d  1 7 5  in  a  
s im i l a r  man n e r  to  th a t  d esc r ib ed  fo r  th e  sy n th es i s  o f  co mpo u nd  10 4  and  ob ta in ed  in  50 % 
y ie ld  a s  a  wh i t e  so l id .  1 H NMR (40 0  MHz,  DMSO -d 6 ,  T  =  80  °C)  δ  3 .42 – 3 .5 1  (m,  2 H) ,  
3 .7 3– 3 .7 9  (m ,  1 H) ,  3 .7 9 – 3 .9 4  (m ,  1 H) ,  4 .05 – 4 .1 2  (m,  1 H) ,  4 .60 –4 .6 6  (m,  1 H) ,  5 .5 0  (b r s ,  
1 H) ,  7 .3 5 –7 .40  (m ,  5 H) ,  7 .5 0 – 7 .5 5  (m ,  6 H) ,  7 .81 –7 .88  (m ,  3 H) ,  8 .5 9  ( s ,  1 H) .  MS m / z  5 0 5  
(M+H) + .  An a l .  Ca lcd  for  C 2 7 H 2 2 Cl 2 N 4 O 2 ·0 .3 H 2 O:  C,  6 3 .49 ;  H ,  4 .46 ;  N ,  1 0 .9 7 .  Fo u nd :  C ,  
63 .38 ;  H ,  4 .43 ;  N ,  10 .9 5 .  




y l)m etha no ne  ( 1 24 ) .  A  so lu t ion  o f  1 7 6  ( 4 5  mg ,  0 .21  mmo l )  an d  l i t h iu m h y dro x id e  h yd ra te  
(2 6  mg,  0 .62  mmo l )  in  THF (1  mL) ,  MeOH (1  mL) ,  and  wa te r  ( 1  mL)  was  s t i r r ed  a t  4 0  °C  
fo r  1  h .  Th e  r eac t ion  mix tu re  was  co n cen t r a t ed ,  ac id i f i ed  to  p H 3  wi th  1  M hy d ro ch lor i c  
ac id ,  an d  ex t r a c t ed  wi th  E tOAc .  Th e  sep a ra t ed  o rg an ic  l ay e r  was  d r i ed  o v e r  Na 2 SO 4  an d  
con cen t r a t ed .  Th e  r e s id u e  was  d i s so lv ed  in  DMF (2  mL) ,  t h en  1 6 4a  (7 7  mg ,  0 .2 1  mmo l ) ,  
DIPEA (8 1  mg,  0 .6 2  mmo l )  an d  HATU (11 9  mg ,  0 .31  mmo l )  were  add ed .  Af te r  s t i r r ed  a t  
ro o m temp era tu r e  fo r  1 .5  h ,  th e  r eac t io n  mix tu re  was  pu r i f i ed  b y  p r ep a ra t iv e  HPLC 
(Con d i t io n  1 ,  0 .2 25 % aqu eou s  fo rmic  ac id  so lu t io n /MeCN =  3 7 /63  to  16 /8 4)  to  g iv e  12 4  
(7 5  mg ,  71 %)  a s  a  wh i t e  so l id .  1 H NMR (3 00  MHz,  DMSO -d 6 ,  T =  8 0  °C)  δ  3 .3 2 – 3 .5 3  (m ,  
2 H) ,  3 .7 7– 4 .0 4  (m ,  2 H) ,  4 .34 – 4 .5 3  (m ,  1 H) ,  4 .94 –5 .06  (m ,  1 H) ,  5 .54  ( s ,  1 H) ,  6 .7 5  (d ,  J  =  
2 .1  Hz ,  1 H) ,  7 .37  ( s ,  5 H) ,  7 .5 0  ( s ,  6 H) ,  7 .7 5 – 7 .8 5  (m,  2 H) ,  8 .4 2  ( s ,  1 H) .  MS m / z  5 0 5  
(M+H) + .  Ana l .  Ca lcd  for  C 2 7 H 2 2 Cl 2 N 4 O 2 ·0 .5 H 2 O:  C,  6 3 .04 ;  H ,  4 .51 ;  N ,  1 0 .8 9 .  Fo u nd :  C ,  
63 .00 ;  H ,  4 .42 ;  N ,  10 .7 4 .  
(4 - (4 -Chlo ro benzoy l ) -3 - (4 - ch lo ro pheny l )p ip era z in -1 -y l ) (2 -pheny l - 1 ,3 -o x a zo l -4 -
y l )m etha no ne  ( 1 25 ) .  Co mpo un d  12 5  was  p r epa red  f rom co mp o un d s  1 64 a  an d  1 7 7  in  a  
s im i l a r  man n e r  to  th a t  d esc r ib ed  fo r  th e  sy n th es i s  o f  co mpo u nd  10 4  and  ob ta in ed  in  2 4 % 
y ie ld  a s  a  wh i t e  so l id .  1 H NMR (3 00  MHz,  DMSO -d 6 ,  T = 8 0  °C)  δ  3 .27 – 3 .4 1  (m ,  2 H) ,  
3 .7 0– 3 .8 1  (m ,  1 H) ,  3 .8 4 – 3 .9 6  (m ,  1 H) ,  4 .22 – 4 .3 7  (m,  1 H) ,  4 .84 –4 .9 7  (m,  1 H) ,  5 .41 –5 .51  
(m ,  1 H) ,  7 .2 5 –7 .35  (m ,  4 H) ,  7 .4 1  ( s ,  4 H) ,  7 .4 7  (m ,  3 H) ,  7 .8 6 – 7 .9 5  (m ,  2 H) ,  8 .38  ( s ,  1 H) .  
MS m / z  5 0 6  (M+H) + .  Ana l .  Ca lcd  fo r  C 2 7 H 2 1 C l 2 N 3 O 3 ·0 .2 H 2 O:  C,  6 6 .5 2 ;  H ,  4 .8 6 ;  N ,  8 .3 1 .  
Fo un d :  C ,  6 6 .4 7 ;  H ,  4 .9 0 ;  N,  8 .4 0 .  
(4 - (4 -Chlo ro benzoy l ) -3 - (4 - ch lo ro pheny l )p ip era z in -1 -y l ) (2 -pheny l - 1 ,3 -o x a zo l -5 -
y l )m etha no ne  ( 1 26 ) .  Co mpo un d  12 6  was  p r epa red  f rom co mp o un d s  1 64 a  an d  1 7 8  in  a  
s im i l a r  man n e r  to  th a t  d esc r ib ed  fo r  th e  sy n th es i s  o f  co mpo u nd  12 2  and  ob ta in ed  in  79 % 
y ie ld  a s  a  wh i t e  so l id .  1 H NMR (3 0 0  MHz,  CDCl 3 )  δ  3 .2 1– 3 .8 4  (m ,  4 H) ,  4 .35 – 4 .4 9  (m,  
1 H) ,  4 .9 3 –5 .22  (m ,  1 H) ,  5 .50 – 6 .0 8  (m ,  1 H) ,  7 .29 –7 .56  (m ,  11 H) ,  7 .69  ( s ,  1 H) ,  8 .0 0  (d d ,  J  
= 7 .8 ,  1 .6  Hz ,  2 H) .  MS m / z  5 06  (M+H) + .  An a l .  Ca lcd  fo r  C 2 7 H 2 1 Cl 2 N 3 O 3 ·0 .1 H 2 O:  C,  
63 .81 ;  H ,  4 .20 ;  N ,  8 .2 7 .  Fo u nd :  C ,  6 3 .7 1 ;  H ,  4 .0 9 ;  N ,  8 .23 .  
(4 - (4 -Chlo ro benzoy l ) -3 - (4 - ch lo ro pheny l )p ip era z in -1 -y l ) (5 -pheny l - 1 ,3 -o x a zo l -2 -




aqu eou s  NaHCO 3  so lu t ion  and  ex t r ac t ed  wi th  E tOAc .  Th e  o rg an ic  l aye r  was  sep ara t ed ,  
wash ed  wi th  wa te r  an d  b r in e ,  d r i ed  o v e r  Mg SO 4 ,  an d  co n cen t r a t ed .  Th e  r e s id u e  was  
azeo t rop ed  wi th  to lu en e  an d  d i s so lv ed  in  THF (3  mL) .  To  th e  so lu t io n  were  add ed  1 81  ( 9 9  
mg ,  0 .4 6  mmo l )  and  (Me 3 Al) 2 ·DABC O (9 4  mg ,  0 .3 7  mmo l )  a t  r o om temp era tu r e .  Th e  
r e su l t ing  mix tu re  was  h ea ted  a t  1 30  °C fo r  1  h  un d e r  m ic ro wav e  i r r ad ia t io n .  Th e  r eac t ion  
mix tu re  was  d i lu t ed  wi th  THF a nd  ad d ed  Na 2 SO 4  d ecah yd ra te  (14 7  mg ,  0 .4 6  mmo l)  a t  
ro o m temp era tu r e .  Af t e r  s t i r r in g  a t  ro o m temp era tur e  ov e rn ig h t ,  t h e  in so lub le  ma ter i a l  
was  r emov ed  b y  f i l t r a t ion ,  and  wash ed  wi th  THF.  Th e  f i l t r a t e  was  con cen t r a t ed ,  and  th e  
r e s idu e  was  p ur i f i ed  by  s i l i ca  g e l  co lu mn  chro ma to g rap hy  (h ex an e /E tOAc =  9 5 /5  to  
30 /7 0)  to  g iv e  12 7  (1 8 0  mg ,  7 8 %)  a s  a  wh i t e  so l id .  1 H NMR  (30 0  MHz,  CDCl 3 )  δ  3 .1 0–
3 .5 2  (m ,  3 H) ,  4 .01  (d ,  J  = 1 0 .9  Hz ,  1 H) ,  4 .50  (d ,  J  = 1 0 .9  Hz ,  1 H) ,  5 .2 9  ( t ,  J  = 1 5 .0  Hz ,  
1 H) ,  5 .7 7  (d ,  J  = 1 5 .0  Hz ,  1 H) ,  7 . 2 9 –7 .54  (m ,  12 H) ,  7 .7 4  (d ,  J  = 6 .8  Hz ,  2 H) .  MS m / z  5 0 6  
(M+H) + .  Ana l .  Ca lcd  for  C 2 7 H 2 1 Cl 2 N 3 O 3 :  C ,  6 4 .0 4 ;  H ,  4 .1 8 ;  N ,  8 .3 0 .  Fo un d :  C ,  6 4 .08 ;  H ,  
4 .2 6 ;  N,  8 .2 2 .  
(4 - (4 -Chlo ro benzoy l ) -3 - (4 - ch lo ro pheny l )p ip era z in -1 -y l ) (5 -m ethy l -1 -pheny l -1 H -
py ra zo l -4 -y l )m etha no ne  ( 12 8 ) .  Co mp ou n d  1 28  was  p r ep ared  f ro m comp ou nd s  1 6 4a  an d  
18 2  i n  a  s im i l a r  man n e r  to  th a t  d esc r ib ed  for  t h e  syn th es i s  o f  co mp o u nd  1 22  and  o b ta in ed  
in  34 % y ie l d  a s  a  wh i t e  so l id .  1 H NMR (4 00  MHz,  CD Cl 3 )  δ  2 .3 1  ( s ,  3 H) ,  3 .2 8 – 4 .2 2  (m ,  
5 H) ,  5 .09 –5 .89  (m ,  2 H) ,  7 .3 3 – 7 .5 0  (m ,  14 H) .  MS m / z  5 1 9  (M+H) + .  An a l .  Ca lcd  for  
C 2 8 H 2 4 Cl 2 N 4 O 2 :  C ,  6 4 .7 4 ;  H,  4 .6 6 ;  N ,  1 0 .7 9 .  F ou nd :  C ,  6 4 .5 2 ;  H ,  4 .7 5 ;  N ,  1 0 .8 3 .  
(4 -Chlo ro pheny l ) (2 - (4 - ch lo ro pheny l ) -4 - ( (2 -pheny l -1 ,3 -o x azo l -5 -y l )methy l )p ipera z in -1-
y l )m etha no ne  (1 2 9) .  To  a  so lu t ion  o f  18 6  (2 0 0  mg ,  0 .5 4  mmo l )  in  THF (1 0  mL)  was  
add ed  bo ran e  d ime th y l su l f id e  co mp lex  (10  M in  THF,  5 4  L,  0 .5 4  mmo l)  in  on e  p or t io n  a t  
0  °C  u nd e r  N 2 .  Af t e r  b e ing  s t i r r ed  a t  0  °C  fo r  5  m in  and  a t  r oo m temp era tu r e  fo r  1 6  h ,  t h e  
r eac t io n  mix tu re  was  c oo led  to  0  °C  and  qu en ch ed  wi th  MeOH (15  mL) .  Th e  r e su l t in g  
mix tu re  was  s t i r r ed  a t  0  °C  fo r  0 .5  h  an d  th en  ac id i f i ed  wi th  4  M hy dro ch lo r i c  ac id  t o  p H 
3– 4 .  Af te r  s t i r r in g  a t  8 0  °C fo r  0 .5  h ,  t h e  r eac t ion  mix tu re  was  n eu t r a l i zed  wi th  sa tu r a t ed  
aqu eou s  Na 2 C O 3  so lu t i on ,  and  ex t r ac t ed  wi th  CH 2 Cl 2 .  Th e  sep a ra t ed  o rg an ic  ph ase  was  
wash ed  wi th  b r in e ,  d r i ed  o v e r  Na 2 SO 4 ,  and  con cen t r a t ed .  Th e  r e s i du e  was  p u r i f i ed  b y  




y l)me thy l ) -2 -p hen y lo x azo le  (6 0  mg ,  3 1 %)  a s  a  y e l lo w gu m.  1 H NMR (4 0 0  MHz,  CDCl 3 )  δ  
2 .2 3  ( t ,  J  = 1 0 .8  Hz ,  1 H) ,  2 .4 0  ( t ,  J  = 9 .8  Hz ,  1 H) ,  2 .94  (d ,  J  = 10 .8  Hz ,  2 H) ,  3 .04 – 3 .1 4  
(m ,  2 H) ,  3 .7 2  ( s ,  2 H) ,  3 .9 3  (d ,  J  = 9 .6  Hz,  1 H) ,  7 .0 4  ( s ,  1 H) ,  7 .2 7 – 7 .3 0  (m ,  2 H) ,  7 .3 5 –
7 .3 6  (m ,  2 H) ,  7 .4 5  (b r s ,  3 H) ,  8 .04  (d ,  J  = 4 .0  Hz ,  2 H) .  1 H was n o t  o b se rv ed .  MS m / z  3 54  
(M+H) + .   
To  a  m ix ture  o f  5 - ( (3 - (4 - ch lo ro p hen y l )p ip eraz in -1 -y l )me th y l ) -2 -ph eny lo xazo le  (4 5  mg,  
0 .1 3  mmo l )  and  4 - ch lo rob en zo y l  ch lor id e  (3 3  mg ,  0 .1 9  mmo l )  in  MeCN (2  mL)  was  ad d ed  
K 2 CO 3  ( 53  mg ,  0 .3 8  mmo l )  in  o n e  p or t io n  a t  r oo m temp era tu r e .  Th e  r e su l t ing  mix tu re  was  
s t i r r ed  a t  ro o m temp era tur e  fo r  1 6  h .  Th e  reac t ion  mix tu re  was  f i l t e r ed ,  an d  th e  f i l t r a t e  
was  co n cen t r a t ed .  Th e  r e s idu e  was  p u r i f i ed  by  p rep a ra t iv e  HPLC (co nd i t io n  3 ,  0 .0 5 % 
aqu eou s  ammon ia  so lu t ion /MeCN =  4 3 /5 7  to  1 3 /8 7 )  to  g iv e  1 2 9  ( 35  mg ,  5 6 %)  a s  a  y e l lo w 
so l id .  1 H NMR (3 00  MHz,  DMSO -d 6 )  δ  2 .3 0– 2 .3 8  (m,  1 H) ,  2 .62  (d d ,  J  = 1 2 .3 ,  4 .2  Hz ,  1 H) ,  
2 .8 9– 2 .9 3  (m ,  1 H) ,  3 .0 8 – 3 .1 7  (m ,  1 H) ,  3 .4 5  (d ,  J  = 12 .3  Hz,  1 H) ,  3 .70 –3 .84  (m ,  3 H) ,  5 .46  
( s ,  1 H) ,  7 .1 4  ( s ,  1 H) ,  7 .3 2 – 7 .3 4  (m ,  2 H) ,  7 .4 0 – 7 .5 3  (m ,  9 H) ,  7 .9 4 –7 .9 7  (m,  2 H) .  MS m / z  
49 2  (M+H) + .  Ana l .  Calcd  fo r  C 2 7 H 2 3 Cl 2 N 3 O 2 ·0 .2 5 H 2 O:  C,  6 5 .2 6 ;  H ,  4 .7 7 ;  N ,  8 .46 .  Fo u nd :  
C ,  65 .30 ;  H ,  4 .8 2 ;  N ,  8 .5 4 .  
(4 - (4 -Chlo ro benzy l ) -3 - (4 - ch lo ro pheny l )p ipera z in -1 -y l ) (2 -pheny l -1 ,3 -o xa zo l -5 -
y l )m etha no ne  ( 1 30 ) .  To  a  m ix ture  o f  1 86  (2 0 0  mg ,  0 .54  mmo l )  and  4 - ch loro b en zy l  
b ro mid e  (1 12  mg ,  0 .5 4  mmo l )  in  MeCN (3  mL)  was  add ed  K 2 CO 3  ( 22 5  mg ,  1 .63  mmo l )  in  
on e  po r t io n  a t  r o om temp era tur e .  Th e  r e su l t in g  mix tu re  was  s t i r r ed  a t  80  °C fo r  16  h .  Th e  
r eac t io n  mix tu re  was  f i l t e r ed ,  and  th e  f i l t r a t e  was  co n cen t r a t ed .  Th e  r e s idu e  was  p u r i f i ed  
by  p r ep a ra t iv e  TLC (p e t ro leu m e the r /E tOAc  =  5 /1 )  an d  p r ep a ra t iv e  HPLC (co n d i t io n  3 ,  
0 .0 5 % aq u eo u s  ammo n ia  so lu t io n /MeCN = 3 2 /68  to  2 /9 8 )  to  g iv e  1 3 0  (5 2  mg ,  1 9 %)  a s  a  
p a le  y e l lo w so l id .  1 H N MR (30 0  MHz,  DMSO -d 6 )  δ  2 .2 5 –2 .34  (m,  1 H) ,  2 .9 1 –2 .97  (m,  1 H) ,  
3 .0 8  (d ,  J  =  1 4 .1  Hz ,  1 H) ,  3 .1 8  ( t ,  J  =  1 1 .7  Hz ,  1 H) ,  3 .31  ( t ,  J  =  1 1 .3  Hz ,  1 H) ,  3 .52  (d d ,  J  
=  10 .5 ,  3 .0  Hz,  1 H) ,  3 .63  (d ,  J  =  1 3 .8  Hz ,  1 H) ,  4 .32  ( t ,  J  =  1 5 .9  Hz ,  2 H) ,  7 .3 1  (q ,  J  =  4 .6  
Hz ,  4 H) ,  7 .4 3 – 7 .4 6  (m ,  2 H) ,  7 .5 6 –7 .58  (m ,  5 H) ,  7 .7 6  ( s ,  1 H) ,  7 .9 8 –8 .02  (m ,  2 H) .  MS m / z  
49 2  (M+H) + .  An a l .  Calcd  fo r  C 2 7 H 2 3 Cl 2 N 3 O 2 :  C ,  6 5 .8 6 ;  H ,  4 .71 ;  N ,  8 .5 3 .  Fo un d :  C ,  65 .69 ;  
H ,  4 .78 ;  N ,  8 .6 0 .  




y l)m ethy l )p ipera z in -2 - o ne  ( 13 1 ) .  To  a  so lu t io n  of  18 7  ( 2 .0 0  g ,  6 .6 5  mmo l )  in  CH 2 Cl 2  (20 
mL)  was  ad ded  a  so lu t ion  of  4 - ch loro b en zoy l  ch lo r id e  (1 .2 8  g ,  7 .31  mmo l )  in  CH 2 C l 2  ( 20  
mL)  a t  0  °C .  Th e  mix ture  was  s t i r r ed  a t  r o om temp era tu r e  fo r  1 6  h .  To  the  r eac t ion  
mix tu re  was  add ed  s a tur a t ed  aq u eo u s  NaHCO 3 .  Th e  mix tu re  was  co n cen t r a t ed  an d  
ex t r ac t ed  wi th  E tOAc .  Th e  sep a ra t ed  o rg an ic  l ay e r  was  wash ed  wi th  b r in e ,  d r i ed  ov e r  
Na 2 SO 4 ,  an d  co n cen t r a t ed .  Th e  r e s idu e  was  p u r i f i ed  b y  p r ep a ra t iv e  TLC (CH 2 Cl 2 /MeOH =  
20 /1 )  to  g iv e  4 - (4 - ch lo ro b en zo y l) -3 - (4 -ch loro ph eny l )p ipe raz in -2 -o n e  (2 .0 0  g )  a s  a  c ru d e  
pro du c t .  To  a  so lu t io n  of  th e  c ru d e  (2 4 0  mg )  in  DMF (5  mL)  a t  0  °C  was  ad d ed  NaH (6 0 % 
in  o i l ,  2 7  mg ,  0 .68  mmo l) .  Th e  mix ture  was  s t i r red  a t  0  °C  for  0 .5  h .  Th en  to  th e  mix ture  
was  ad d ed  a  so lu t ion  of  18 8  ( 1 30  mg,  0 .6 7  mmo l)  in  DMF (5  mL)  a t  0  °C .  Af te r  s t i r r ing  a t  
0  °C  for  0 .5  h ,  t h e  r eac t io n  mix ture  was  p ou red  in to  wa te r  an d  ex t r ac t ed  wi th  E tOAc .  Th e  
sep a ra t ed  o rgan ic  l ay e r  was  dr i ed  o ve r  Na 2 SO 4 ,  an d  con cen t r a t ed .  Th e  r e s id u e  was  
pu r i f i ed  by  p rep a ra t iv e  HPLC (con d i t ion  3 ,  0 .0 5 % aq u eou s  ammo n ia  so lu t io n /MeCN =  
53 /4 7  to  23 /7 7)  to  g iv e  1 31  ( 49  mg ,  1 2 % for  2  s t ep s )  a s  a  wh i t e  so l id .  1 H NMR (4 00  MHz,  
CDCl 3 )  δ  3 .3 1– 3 .5 4  (m,  2 H) ,  3 .5 6 – 3 .7 8  (m,  1 H) ,  4 .5 7  (d ,  J  = 15 .6  Hz ,  1 H) ,  4 .8 4 – 5 .2 0  (m,  
1 H) ,  5 .5 1  (b r s ,  1 H) ,  6 .46  (br s ,  1 H) ,  7 .16  ( s ,  1 H) ,  7 .30 – 7 .5 5  (m ,  11 H) ,  8 .01  (b r s ,  2 H) .  MS 
m / z  5 06  (M+H) + .  An a l .  Calcd  fo r  C 2 7 H 2 1 Cl 2 N 3 O 3 ·0 .2 5 H 2 O:  C,  6 3 .4 8 ;  H,  4 .2 4 ;  N ,  8 .22 .  
Fo un d :  C ,  6 3 .5 8 ;  H ,  4 .2 2 ;  N,  8 .2 6 .  
(4 - (4 -Chlo ro benzoy l ) -3 - (4 - ch lo ro pheny l ) -1 ,4 -d ia zepa n -1 -y l ) (2 -phe ny l -1 ,3 -o xa zo l -5 -
y l )m etha no ne  ( 1 32 ) .  To  a  mix tu re  o f  19 1  (3 5 1  mg ,  1 .1 3  mmo l )  an d  E t 3 N (34 2  mg ,  3 .3 8  
mmo l )  in  CH 2 Cl 2  ( 2 0  mL)  was  ad d ed  4 -ch lorob en zo y l  ch lo r id e  (21 8  mg ,  1 .2 4  mmo l)  in  
CH 2 Cl 2  ( 2  mL)  d rop wis e  a t  ro o m temp era tu r e .  Af t e r  s t i r r ing  a t  r o om temp era tur e  fo r  3  h ,  
t h e  r eac t ion  mix ture  was  con cen t r a t ed ,  an d  th e  re s id u e  was  p ur i f i ed  by  s i l i ca  g e l  co lu mn 
chro ma to g rap hy  (p e t ro leu m e th e r / e thy l  ace ta t e  =  1 /1)  to  g iv e  t e r t -b u ty l  4 - (4 -
ch lo rob e n zo y l ) -3 - (4 - ch loro ph eny l ) -1 ,4 -d iazep ane -1 -ca rbo x y la t e  (47 2  mg ,  9 3 %)  a s  a  l i gh t  
y e l lo w so l id .  1 H NMR (3 0 0  MHz,  CDCl 3 )  δ  1 . 29  ( s ,  3 H) ,  1 .48  ( s ,  6 H) ,  1 .60 –1 .69  (m ,  1 H) ,  
2 .0 7– 2 .1 1  (m ,  1 H) ,  2 .6 6 – 3 .0 7  (m ,  3 H) ,  4 .04 – 4 .1 0  (m,  1 H) ,  4 .26 –4 .3 1  (m,  1 H) ,  4 .59 –4 .65  
(m ,  1 H) ,  4 .9 0– 5 .2 3  (m ,  1 H) ,  6 .82 – 7 .0 7  (m ,  4 H) ,  7 .0 8 –7 .18  (m,  2 H)  7 .24 – 7 .3 3  (m ,  2 H) .  
MS m / z  4 49  (M+H) + .  




ca rb ox y la t e  (5 20  mg,  1 .1 6  mmo l)  in  1 ,4 -d iox an e  (10  mL)  was  add ed  4  M h yd rog en  
ch lo r id e  in  d io x ane  (10 .0  mL,  4 0 .0  mmo l ) .  Af t e r  s t i r r in g  a t  r oo m temp era tu r e  fo r  5  h ,  t h e  
r eac t io n  mix tu re  was  con cen t r a t ed  to  g iv e  (4 - ch lo rop h eny l ) - [2 - (4 - ch lo rop h en y l ) -1 ,4 -
d iazep an-1 -y l ]me th an o n e  hy d ro ch lor id e  (3 20  mg )  a s  a  c ru d e  p ro d u c t .  To  a  m ix tu re  o f  th e  
c ru d e  (77  mg ) ,  17 8  ( 38  mg ,  0 .2 0  mmo l )  an d  E t 3 N (6 1  mg ,  0 .60  mmo l )  in  CH 2 Cl 2  (2 0  mL)  
was  add ed  HATU (8 4  mg ,  0 .2 2  mmo l )  a t  ro o m temp era tu r e .  Af t e r  s t i r r in g  a t  r o om 
temp era tur e  fo r  16  h ,  t h e  r eac t io n  mix tu re  wa s  co n cen t r a t ed  and  p u r i f i ed  b y  p r ep a ra t iv e  
HPLC (co nd i t io n  1 ,  0 .2 25 % aq u eo u s  fo rmic  ac id  so lu t io n /MeCN =  58 /42  to  1 2 /88 )  to  g iv e  
13 2  ( 36  mg,  34 % for  2  s t ep s )  a s  a  wh i t e  so l id .  1 H NMR (4 0 0  MHz,  DMSO -d 6 ,  T  =  8 0  °C)  
δ  1 . 6 3– 2 .2 5  (m ,  2 H) ,  3 .17 –3 .93  (m ,  3 H) ,  4 .0 3 – 4 .9 0  (m ,  3 H) ,  4 .91 –6 .1 2  (m ,  1 H) ,  6 .71 –7 .72  
(m ,  1 1 H) ,  7 .7 6 – 8 .4 2  (m,  3 H) .  MS m / z  52 0  (M+H) + .  An a l .  Calcd  fo r  
C 2 8 H 2 3 Cl 2 N 3 O 3 ·0 .7 5 H 2 O:  C,  62 .99 ;  H ,  4 .6 3 ;  N ,  7 .87 .  Fou n d :  C ,  6 2 .9 8 ;  H ,  4 .52 ;  N ,  7 .93 .  
 
(4 - (4 -Chlo ro benzoy l ) -3 - (3 - ch lo ro pheny l )p ip era z in -1 -y l ) (2 -pheny l - 1 ,3 -o x a zo l -5 -
y l )m etha no ne  (1 3 3) .  Co mpo un d 1 33  was  p r epa red  f ro m co mp ou n d s  1 6 4 c  an d  1 78  in  a  
s im i l a r  man n e r  to  th a t  d esc r ib ed  fo r  th e  sy n th es i s  o f  co mpo u nd  12 2  and  ob ta in ed  in  51 % 
y ie ld  a s  a  wh i t e  so l id .  1 H NMR (3 0 0  MHz,  DMSO -d 6 )  δ  3 .3 7– 3 .8 8  (m ,  3 H) ,  4 .1 7  (b r s ,  1 H) ,  
4 .7 6  (d ,  J  = 1 3 .2  Hz ,  1 H) ,  5 .7 2  (b r s ,  1 H) ,  7 .3 4  (b r s ,  4 H) ,  7 .57  (d ,  J  = 6 .1  Hz ,  7 H) ,  7 .8 2  
(b r s ,  1 H) ,  8 .0 2  (dd ,  J  = 7 .5 ,  2 .1  Hz ,  2 H) .  1 H w as  no t  ob se rv ed .  MS m / z  50 6  (M+H) + .  An a l .  
Calcd  fo r  C 2 7 H 2 1 Cl 2 N 3 O 3 ·0 .2 H 2 O:  C,  6 3 .5 9 ;  H ,  4 .23 ;  N ,  8 .2 4 .  Fo un d :  C ,  63 .46 ;  H ,  4 .1 1 ;  N,  
8 .1 7 .  
(4 - (4 -Chlo ro benzoy l ) -3 - (2 - ch lo ro pheny l )p ip era z in -1 -y l ) (2 -pheny l - 1 ,3 -o x a zo l -5 -
y l )m etha no ne  ( 1 34 ) .  Co mpo un d  13 4  was  p r epa red  f ro m co mpo u nd  16 4 d  an d  1 78  i n  a  
s im i l a r  man n e r  to  th a t  d esc r ib ed  fo r  th e  sy n th es i s  o f  co mpo u nd  10 4  and  ob ta in ed  in  31 % 
y ie ld  a s  a  wh i t e  so l id .  1 H NMR (4 0 0  MHz,  CDCl 3 )  δ  3 .4 3– 4 .8 8  (m ,  6 H) ,  5 .31 – 6 .3 0  (m,  
1 H) ,  7 .18 –7 .41  (m ,  7 H) ,  7 .42 – 7 .5 7  (m ,  5 H ) ,  8 .0 3  (b r s ,  2 H) .  MS m / z  5 0 6  (M+H) + .  An a l .  
Calcd  fo r  C 2 7 H 2 1 Cl 2 N 3 O 3 ·0 .2 H 2 O:  C,  6 3 .5 9 ;  H ,  4 .23 ;  N ,  8 .2 4 .  Fo un d :  C ,  63 .46 ;  H ,  4 .1 1 ;  N,  
8 .1 7 .  
(4 - (4 -Chlo ro benzoy l ) -3 - cy c lo hex y lp ipera z in -1 - y l ) (2 -pheny l -1 ,3 -o x a zo l - 5 -y l )m etha no ne  




were  add ed  E t 3 N (0 .6 2  mL,  4 .46  mmo l )  an d  Bo c 2 O (0 .34  mL,  1 .48  mmo l )  a t  0  °C .  Af te r  
s t i r r ing  a t  0  °C  to  ro om temp era tu r e  o v ern igh t ,  t h e  r eac t ion  mix ture  was  p ou red  in to  
wa te r  a t  r oo m temp era tur e  and  ex t rac t ed  wi th  E tOAc .  Th e  o rg an ic  l ay er  was  sep a ra t ed ,  
wash ed  wi th  wa te r  an d  br in e ,  d r i ed  ov e r  N a 2 SO 4 ,  an d  con cen t r a t ed .  Th e  r e s id u e  was  
pu r i f i ed  b y  NH -s i l i ca  g e l  co lumn  ch ro ma tog raph y  (h ex an e /E tOAc =  9 5 /5  to  2 0 /80 )  to  g iv e  
t e r t -bu ty l  3 - cy c loh exy lp ip e raz in e -1 -ca rbo x y la t e  (2 90  mg ,  73 %)  a s  a  wh i t e  so l id .  1 H NMR 
(3 0 0  MHz,  CDCl 3 )  δ  0 .88 –1 .11  (m ,  2 H) ,  1 .11 –1 .35  (m ,  4 H) ,  1 .46  ( s ,  9 H) ,  1 .62 –1 .88  (m ,  
5 H) ,  2 .27 – 2 .3 8  (m ,  1 H) ,  2 .4 1 –2 .62  (m ,  1 H) ,  2 .62 –2 .89  (m,  2 H) ,  2 .97  (d ,  J  =  1 1 .4  Hz ,  1 H) ,  
3 .8 0– 4 .3 0  (m ,  2 H) .  1 H was  no t  o b se rv ed .  MS m / z  2 69  (M+H) + .  
To  a  so lu t ion  o f  t e r t -b u ty l  3 - cy c loh ex y lp ip e raz in e -1 -ca rbo x y la t e  (1 00  mg,  0 .3 7  mmo l )  in  
THF (3  mL)  were  ad d ed  DIPEA (0 .2 0  mL,  1 .1 4  mmo l)  and  4 - ch loro ben zoy l  ch lo r id e  
(0 .07 1  mL,  0 .55 9  mmo l )  a t  0  °C .  Af ter  s t i r r in g  a t  0  °C  fo r  1  h ,  t h e  r eac t ion  mix tu re  was  
po u red  in to  wa te r  a t  r o om tem p era tur e  an d  ex t r ac t ed  wi th  E tOAc .  Th e  org an ic  l ay er  was  
sep a ra t ed ,  wash ed  wi th  wa te r  an d  br in e ,  d r i ed  ov e r  Na 2 SO 4 ,  an d  co n cen t r a t ed .  The  re s id u e  
was  p u r i f i ed  b y  NH -s i l i ca  g e l  co lumn ch ro ma tog rap h y  ( h ex ane /E tOA c =  9 5 /5  to  20 /8 0)  to  
g iv e  t e r t -b u ty l  4 - (4 - ch lo rob en zo y l ) -3 - cy c lo h ex y l -p ip e raz in e -1 - ca rbo xy la t e  (1 50  mg ,  
99  %)  a s  a  wh i t e  so l id .  1 H NMR (3 00  MHz,  CDCl 3 )  δ  0 .9 4 –1 .33  (m ,  5 H) ,  1 .4 7  ( s ,  9 H) ,  
1 .6 0– 2 .1 0  (m ,  6 H) ,  2 .5 6 – 2 .9 8  (m ,  2 H) ,  3 .0 5 – 3 .5 6  (m ,  2 H) ,  3 .9 8 – 4 .5 5  (m ,  3 H) ,  7 .3 0  (d ,  J  =  
8 .1  Hz ,  2 H) ,  7 .3 9  (d ,  J  =  8 .1  Hz,  2 H) .  MS m / z  35 1  (M−( t -Bu )+H) + .  
To  a  so lu t io n  o f  t e r t -b u ty l  4 - (4 - ch lo rob en zoy l ) -3 - cy c lo h ex y l -p ip e raz in e -1- ca rb o xy la t e  
(2 6 0  mg,  0 .6 4  mmo l)  in  E tOAc  (1 0  mL)  was  ad d ed  4  M hy d ro g en  ch lo r id e  E tOAc  so lu t io n  
(3 .2  mL,  1 2 .8  mmo l )  a t  ro o m temp era tur e .  Af t e r  s t i r r in g  a t  r oo m temp era tu r e  fo r  5  h ,  t h e  
r eac t io n  mix ture  was  con cen t r a t ed  to  g iv e  (4 - ch lo rop h en y l ) - (2 -cy c loh exy lp ip e raz in -1 -
y l )me th an o n e  h yd roch lor id e  (2 00  mg,  91 %)  a s  a  co lo r l e ss  o i l .  1 H NMR (30 0  MHz,  DMSO -
d6 )  δ  0 .75 – 1 .3 7  (m ,  5 H) ,  1 .4 5 –1 .86  (m ,  5 H) ,  2 .0 3 –2 .20  (m,  1 H) ,  2 .8 5 –3 .29  (m,  4 H) ,  3 .3 7 –
3 .6 6  (m ,  2 H) ,  4 .2 7 – 4 .6 3  (m ,  1 H) ,  7 .4 6  (d ,  J  =  8 .1  Hz ,  2 H) ,  7 .53  (d ,  J  =  8 .1  Hz ,  2 H) ,  9 .2 9  
(b r s ,  2 H) .  MS m / z  3 07  (M+H) + .   
To  a  so lu t ion  o f  ( 4 - ch loro ph eny l ) - (2 - cyc lo h exy lp ip eraz in -1 -y l )me th ano n e  hy d ro ch lor id e  
(6 0  mg ,  0 .1 7  mmo l ) ,  1 78  (4 0  mg ,  0 .2 1  mmo l) ,  HOBt  (2 8  mg ,  0 .2 1  mmo l )  an d  DIPEA (11 3  




s t i r r ing  a t  0  °C  to  roo m temp era tu r e  fo r  12  h ,  t h e  r eac t io n  mix tu re  was  po u red  in to  wa te r  
a t  r o om temp era tur e  and  ex t r ac t ed  wi th  E tOAc .  Th e  co mb in ed  o rgan ic  l ay e r  was  
con cen t r a t ed ,  an d  th e  r e s idu e  was  pu r i f i ed  b y  p r ep a ra t ive  HPLC (con d i t ion  1 ,  0 .2 25 % 
aqu eou s  fo rmic  ac id  so lu t ion /MeCN =  4 0 /6 0  to  1 0 /9 0 )  to  g iv e  13 5  ( 2 0  mg ,  2 4 %)  a s  a  l i g h t  
g r ay  p o wd er .  1 H NMR (4 0 0  MHz,  CD Cl 3 )  δ  0 .52 –0 .99  (m ,  1 H) ,  1 .2 6 – 1 .3 6  (m,  4 H) ,  1 .61 –
1 .7 8  (m,  6 H) ,  3 .0 4  ( s ,  1 H) ,  3 .31 – 3 .5 4  (m ,  2 H) ,  3 .6 6  (d ,  J  = 1 0 .8  Hz ,  1 H) ,  4 .4 8 – 4 .6 6  (m,  
3 H) ,  7 .3 5– 7 .3 7  (m ,  2 H) ,  7 .43 – 7 .4 5  (m ,  2 H) ,  7 .51 –7 .54  (m ,  3 H) ,  7 .75  ( s ,  1 H) ,  8 .0 7  (d ,  J  =  
5 .6  Hz ,  2 H) .  MS m / z  4 78  (M+H) + .  Ana l .  Calc d  fo r  C 2 7 H 2 8 ClN 3 O 3 ·0 .75 H 2 O:  C,  6 5 .98 ;  H ,  
6 .0 5 ;  N,  8 .5 5 .  Fo u nd :  C ,  6 5 .8 4 ;  H ,  5 .8 1 ;  N ,  8 .4 1 .  
(4 - (3 -Chlo ro benzoy l ) -3 - (4 - ch lo ro pheny l )p ip era z in -1 -y l ) (2 -pheny l - 1 ,3 -o x a zo l -5 -
y l )m etha no ne  (1 3 6) .  To  a  so lu t ion  o f  1 86  ( 1 00  mg ,  0 .2 7  mmo l )  an d  E t 3 N (55  mg ,  0 .5 4  
mmo l )  in  CH 2 Cl 2  ( 5  mL)  was  ad d ed  3 - ch loro ben zoy l  ch lo r id e  (95  mg ,  0 .54  mmo l )  
d ro p wise  a t  0  °C .  Th e  r e su l t in g  mix ture  was  s t i r r ed  a t  r o om temp era tu r e  fo r  1 2  h .  Th e  
r eac t io n  mix ture  was  qu en ch ed  wi th  wa te r  and  ex t r ac t ed  wi th  E tOAc .  Th e  sep a ra t ed  
org an ic  p hase  was  was h ed  wi th  b r in e ,  d r i ed  o v er  Na 2 SO 4 ,  and  con cen t r a t ed .  Th e  r e s id u e  
was  p ur i f i ed  by  p r ep ara t iv e  HPLC (co nd i t io n  1 ,  0 .2 25 % aq u eo u s  fo rmic  ac id  
so lu t ion /MeCN =  4 5 /5 5  to  15 /8 5)  to  g iv e  1 3 6  (6 3  mg,  4 6 %)  a s  a  wh i t e  so l id .  1 H NMR 
(3 0 0  MHz,  DMSO -d 6 ,  T  =  80  °C)  δ  3 .5 0  (m ,  2 H) ,  3 .8 8– 3 .9 8  (m ,  2 H) ,  4 .0 2  (d ,  J  = 12 .3  Hz ,  
1 H) ,  4 .64  (d d ,  J  = 12 .3 ,  4 .2  Hz ,  1 H) ,  5 .52  (b r s ,  1 H) ,  7 .3 9  (m,  1 1 H) ,  7 .7 2  ( s ,  1 H) ,  7 .99  (d d ,  
J  = 7 .8 ,  2 .7  Hz ,  2 H) .  MS m / z  50 6  (M+H) + .  An a l .  Calcd  for  C 2 7 H 2 1 Cl 2 N 3 O 3 ·0 .3 H 2 O:  C,  
63 .36 ;  H ,  4 .25 ;  N ,  8 .2 1 .  Fo u nd :  C ,  6 3 .3 7 ;  H ,  4 .2 3 ;  N ,  8 .35 .  
(4 - (2 -Chlo ro benzoy l ) -3 - (4 - ch lo ro pheny l )p ip era z in -1 -y l ) (2 -pheny l - 1 ,3 -o x a zo l -5 -
y l )m etha no ne  ( 1 37 ) .  Co mpo u nd  13 7  was  p r ep a red  f ro m co mpo un d s  1 86  an d  2-
ch lo rob en zo y l  ch lo r id e  i n  a  s im i l a r  mann e r  to  th a t  d esc r ib ed  for  th e  sy n th es i s  o f  
comp ou nd  13 6  an d  o b ta in ed  in  4 1 % y ie ld  a s  a  p a le  y e l lo w so l id .  1 H NMR (30 0  MHz,  
DMSO-d 6 ,  T  =  8 0  °C)  δ  3 .4 3  (m,  3 H) ,  3 .8 4  (d ,  J  = 1 4 .4  Hz ,  1 H) ,  4 .1 5  (d ,  J  = 14 .1  Hz ,  1 H) ,  
4 .6 7  (d ,  J  = 1 4 .1  Hz ,  1 H) ,  5 .8 4  (b r s ,  1 H) ,  7 .3 9  (m ,  1 1 H) ,  7 .73  ( s ,  1 H) ,  7 .9 8  (d d ,  J  = 7 .8 ,  
2 .7  Hz ,  2 H) .  MS m / z  5 06  (M+H) + .  An a l .  Calcd  fo r  C 2 7 H 2 1 C l 2 N 3 O 3 ·0 .3 H 2 O:  C,  6 3 .3 6 ;  H ,  
4 .2 5 ;  N,  8 .2 1 .  Fo u nd :  C ,  6 3 .1 6 ;  H ,  4 .0 5 ;  N ,  8 .0 8 .  




(1 3 8) .  Co mpo un d  13 8  was  p r ep a red  f ro m compo un d s  1 86  and  b enzo y l  ch lo r id e  in  a  s im i l a r  
man n e r  to  th a t  d esc r ib ed  fo r  the  sy n th es i s  o f  comp ou nd  1 36  an d  o b ta in ed  in  45 % y ie ld  a s  
a  wh i t e  so l id .  1 H NMR  (3 00  MHz,  DMSO -d 6 ,  T=  8 0  °C)  δ  3 .38 – 3 .6 3  (m ,  2 H) ,  3 .8 7  (dd ,  J  
= 1 4 .1 ,  4 .5  Hz ,  1 H) ,  4 .02  (d ,  J  = 12 .3  Hz ,  1 H) ,  4 .1 7  (d ,  J  = 1 2 .3  Hz ,  1 H) ,  4 .6 9  (d d ,  J  =  
14 .1 ,  4 .5  Hz ,  1 H) ,  5 .5 6  (b r s ,  1 H) ,  7 .38  ( s ,  4 H) ,  7 .4 6  ( s ,  5 H) ,  7 .5 1 – 7 .63  (m ,  3 H) ,  7 .7 1  ( s ,  
1 H) ,  8 .0 0  (dd ,  J  = 7 .2 ,  3 .0  Hz ,  2 H) .  MS m / z  4 72  (M+H) + .  An a l .  Calcd  fo r  
C 2 7 H 2 2 Cl N 3 O 3 ·0 .3 H 2 O:  C,  67 .94 ;  H ,  4 .7 7 ;  N ,  8 .8 0 .  Fo u nd :  C ,  6 7 .9 9 ;  H ,  4 .73 ;  N ,  8 .60 .  
(4 - (4 -Brom o benzo y l ) -3 - (4 - ch lo ro pheny l )p ipe raz in -1 -y l ) (2 -pheny l -1 ,3 -ox a zo l -5 -
y l )m etha no ne  (1 39 ) .  A  so lu t ion  o f  4 -b ro mob en zo ic  ac id  (48  mg,  0 .24  mmo l ) ,  18 6  (8 0  mg,  
0 .2 2  mmo l ) ,  DIPEA (0 .11  mL,  0 .6 5  mmo l) ,  HOBt  (50  mg,  0 .3 3  mmo l )  an d  EDC (0 .0 6  mL,  
0 .3 3  mmo l )  i n  THF (3  mL)  was  s t i r r ed  a t  ro o m temp era tu r e  ov e rn ig h t .  Th e  r eac t io n  
mix tu re  was  po u red  in to  wa te r  a t  ro o m temp era tur e  and  ex t r ac t ed  wi th  E tOAc .  Th e  
org an ic  l ay e r  was  sep a ra t ed ,  wash ed  wi th  wa te r  an d  br in e ,  d r i ed  o v e r  Mg SO 4 ,  an d  
con cen t r a t ed .  Th e  r e s idu e  w as  p u r i f i ed  b y  NH -s i l i ca  g e l  co lu mn  ch ro ma to grap hy  
(h ex an e /E tOAc  =  2 0 /1  to  3 /7)  to  g iv e  1 3 9  ( 11 5  mg,  9 6 %)  a s  a  wh i t e  so l id .  1 H NMR (3 0 0  
MHz,  CDCl 3 )  δ  3 .1 1 –3 .7 7  (m,  3 H) ,  4 .42  (d ,  J  = 10 .8  Hz ,  1 H) ,  4 .8 5 – 5 .2 3  (m ,  1 H) ,  5 .2 5 –
6 .1 5  (m ,  1 H) ,  7 .28 – 7 .4 1  (m ,  6 H) ,  7 .4 3 – 7 .5 5  (m ,  3 H) ,  7 .5 9  (d ,  J  = 8 .3  Hz ,  2 H) ,  8 .0 0  (dd ,  J  
= 7 .8 ,  1 .6  Hz ,  1 H) ,  8 .00  (dd ,  J  = 7 .8 ,  1 .6  Hz ,  2 H) .  1 H was  n o t  o b se rv ed .  MS m / z  5 5 0  
(M+H) + .  Ana l .  Calcd  fo r  C 2 7 H 2 1 BrClN 3 O 3 :  C ,  5 8 .8 7 ;  H ,  3 .84 ;  N ,  7 .6 3 .  Fo un d :  C ,  58 .73 ;  H ,  
3 .9 9 ;  N,  7 .7 3 .  
(7 -Brom o py ra zo lo [1 ,5 - a ]py r id in -3 -y l ) (4 - (4 - ch lo ro benzoy l ) -3 - (4 -
ch lo ro pheny l )p ipera z in -1-y l )m etha no ne ( 14 0) .  Co mp ou n d 14 0  was  p r ep ared  f rom  
comp ou nd s  1 6 4a  and  16 9  i n  a  s im i l a r  man n er  to  th a t  d esc r ib ed  fo r  th e  syn th es i s  o f  
comp ou nd  1 0 4  and  o b ta in ed  in  4 3 % y ie ld  a s  a  wh i t e  so l id .  1 H NMR (40 0  MHz,  DMSO -d 6 ,  
T = 8 0  °C)  δ  3 .40 –3 .5 1  (m ,  2 H) ,  3 .8 0 –4 .11  (m ,  3 H) ,  4 .6 0 –4 .66  (m ,  1 H) ,  5 .4 9  (br s ,  1 H) ,  
7 .2 8– 7 .3 3  (m ,  5 H) ,  7 .4 3 – 7 .5 2  (m ,  5 H) ,  7 .8 0  (d ,  J  = 8 .8  Hz ,  1 H) ,  8 .2 5  ( s ,  1 H) .  MS m / z  5 5 7  
(M+H) + .  An a l .  Ca lcd  for  C 2 5 H 1 9 BrCl 2 N 4 O 2 ·0 . 4 H 2 O:  C,  53 .10 ;  H ,  3 .5 3 ;  N ,  9 .9 1 .  Fou n d :  C ,  
53 .16 ;  H ,  3 .47 ;  N ,  9 .9 6 .  
(6 -Brom o py ra zo lo [1 ,5 - a ]py r id in -3 -y l ) (4 - (4 - ch lo ro benzoy l ) -3 - (4 -




comp ou nd s  1 6 4a  and  17 0  i n  a  s im i l a r  man n er  to  th a t  d esc r ib ed  fo r  th e  syn th es i s  o f  
comp ou nd  1 2 2  and  o b ta in ed  in  68 % y ie ld  a s  a  wh i t e  so l id .  1 H NMR (30 0  MHz,  DMSO -d 6 )  
δ  3 .3 7– 3 .4 6  (m ,  2 H) ,  3 .7 6  (b r s ,  2 H) ,  4 .04 –4 .2 2  (m ,  1 H) ,  4 .6 8  (d ,  J  = 1 4 .3  Hz ,  1 H) ,  5 .63  
(b r s ,  1 H) ,  7 .32  (br s ,  4 H) ,  7 .42 – 7 .6 2  (m ,  5 H) ,  7 .7 1  (b r s ,  1 H) ,  8 .21  ( s ,  1 H) ,  9 .19  ( s ,  1 H) .  
MS m / z  5 5 7  (M+H) + .  Ana l .  Ca lcd  fo r  C 2 5 H 1 9 B rCl 2 N 4 O 2 ·0 .75 C 4 H 8 O 2 :  C ,  5 3 .8 7 ;  H,  4 .0 4 ;  N ,  
8 .9 7 .  Fo un d :  C ,  54 .03 ;  H ,  4 .11 ;  N ,  9 .0 5 .  Pu r i ty  9 8 .6 % (HPLC) .  
(5 -Brom o py ra zo lo [1 ,5 - a ]py r id in -3 -y l ) (4 - (4 - ch lo ro benzoy l ) -3 - (4 -
ch lo ro pheny l )p ipera z in -1-y l )m etha no ne ( 14 2) .  Co mp ou n d 14 2  was  p r ep ared  f rom  
comp ou nd s  1 6 4a  and  17 1  i n  a  s im i l a r  man n er  to  th a t  d esc r ib ed  fo r  th e  syn th es i s  o f  
comp ou nd  1 04  and  ob ta in ed  in  5 5 % y ie ld  a s  a  wh i t e  so l id .  1 H NMR ( 30 0  MHz,  DMSO -d 6 ,  
T  =  8 0  °C)  δ 3 .4 0 –3 .54  (m ,  2 H) ,  3 .8 4  (dd ,  J  = 1 5 .0 ,  6 .0  Hz ,  1 H) ,  3 .9 2 – 4 .1 0  (m,  2 H) ,  4 .6 0  
(d d ,  J  = 1 5 .0 ,  3 .0  Hz ,  1 H) ,  5 .4 7  (b r s ,  1 H) ,  7 .20  (d d ,  J  = 9 .0 ,  3 .0  Hz ,  1 H) ,  7 .3 2  ( s ,  4 H) ,  
7 .4 8  ( s ,  4 H) ,  7 .9 5  (d ,  J  = 3 .0  Hz ,  1 H) ,  8 .15  ( s ,  1 H) ,  8 .64  (d ,  J  = 6 .0  Hz ,  1 H) .  MS m / z  55 7  
(M+H) + .  An a l .  Ca lcd  for  C 2 5 H 1 9 BrCl 2 N 4 O 2 ·0 . 7 H 2 O:  C,  52 .60 ;  H ,  3 .6 0 ;  N ,  9 .8 1 .  Fou n d :  C ,  
52 .52 ;  H ,  3 .44 ;  N ,  9 .9 6 .   
(4 -Brom o py ra zo lo [1 ,5 - a ]py r id in -3 -y l ) (4 - (4 - ch lo ro benzoy l ) -3 - (4 -
ch lo ro pheny l )p ipera z in -1-y l )m etha no ne ( 14 3) .  Co mp ou n d 14 3  was  p r ep ared  f rom  
comp ou nd s  1 6 4a  and  17 2  i n  a  s im i l a r  man n er  to  th a t  d esc r ib ed  fo r  th e  syn th es i s  o f  
comp ou nd  1 04  and  ob ta in ed  in  6 1 % y ie ld  a s  a  wh i t e  so l id .  1 H NMR ( 30 0  MHz,  DMSO -d 6 ,  
T  =  8 0  °C)  δ  3 .21 – 3 .3 4  (m ,  2 H) ,  3 .5 8 –3 .64  (m ,  1 H) ,  3 .8 6 –3 .89  (m ,  2 H) ,  4 . 6 0  (br s ,  1 H) ,  
5 .4 9  (br s ,  1 H) ,  6 .89  ( t ,  J  = 6 .0  Hz ,  1 H) ,  7 .35 – 7 .4 0  (m,  4 H) ,  7 .4 8  ( s ,  4 H) ,  7 .58  (d ,  J  = 9 .0  
Hz ,  1 H) ,  7 .9 1  ( s ,  1 H) ,  8 .7 1  (d ,  J  = 6 .0  Hz ,  1 H) .  MS m / z  5 57  (M+H) + .  Ana l .  Ca lcd  fo r  
C 2 5 H 1 9 Br Cl 2 N 4 O 2 ·H 2 O :  C,  52 .11 ;  H ,  3 .6 7 ;  N ,  9 .7 2 .  Fo u nd :  C ,  5 2 .2 4 ;  H ,  3 .51 ;  N ,  9 .86 .  
(4 - (4 -Brom o benzo y l ) -3 - (4 - ch lo ro pheny l )p ipe raz in -1 -y l ) (6 -bro mo py razo lo [1 ,5 -
a ]py r id in -3 -y l )m etha n o ne ( 1 4 4) .  Co mpo u nd  1 44  was  p r ep ared  f ro m comp ou nd s  1 6 4 b  and  
17 0  i n  a  s im i l a r  man n e r  to  th a t  d esc r ib ed  for  t h e  syn th es i s  o f  co mp o u nd  1 22  and  o b ta in ed  
in  7 6 % y ie ld  a s  a  wh i t e  so l id .  1 H NMR (3 0 0  MHz,  DMSO -d 6 )  δ  3 .43  (b r s ,  2 H) ,  3 .7 5  (b r s ,  
2 H) ,  4 .03  (q ,  J  = 7 .2  Hz ,  1 H) ,  4 .6 8  (d ,  J  = 12 .0  Hz ,  1 H) ,  5 .6 7  (br s ,  1 H) ,  7 .2 0 –7 .50  (m ,  
6 H) ,  7 .5 5  (d d ,  J  = 9 .4 ,  1 .3  Hz ,  1 H) ,  7 .68  (d ,  J  = 7 .6  Hz ,  3 H) ,  8 .21  ( s ,  1 H) ,  9 .1 9  ( s ,  1 H) .  




9 .0 4 .  Fo un d :  C ,  50 .78 ;  H ,  3 .71 ;  N ,  8 .9 0 .  Pu r i ty  9 7 .7 % (HPLC) .  
(4 - (4 -Brom o benzo y l ) -3 - (4 - ch lo ro pheny l )p ipe raz in -1 -y l ) (6 -m etho x y py ra zo lo[1 ,5 -
a ]py r id in -3 -y l )m etha n o ne  ( 14 5 ) .  To  a  so lu t ion  o f  1 73  (8 0  mg ,  0 .3 9  mmo l )  in  MeOH (1  
mL) ,  THF (1  mL) ,  and  wa te r  (1  mL)  was  ad d ed  l i t h iu m hy d ro x id e  h yd ra te  (9 8  mg ,  2 .3 3  
mmo l )  a t  r o om temp era tur e .  Af t e r  s t i r r in g  a t  5 0  °C fo r  2  h ,  t h e  r eac t ion  mix tu re  was  
con cen t r a t ed  to  g iv e  l i t h ium 6 -me th o xy p yrazo lo [1 ,5 -a ]py r id in e -3- ca rb ox y la t e  (70  mg ,  
91 %)  a s  a  wh i t e  so l id .  A  so lu t ion  o f  l i t h iu m 6 -me th ox y py razo lo[1 ,5 -a ]p yr id in e -3 -
ca rb ox y la t e  (7 0  mg ,  0 .35  mmo l ) ,  16 4 b  ( 1 48  mg,  0 .3 5  mmo l ) ,  HATU (14 8  mg ,  0 .3 9  mmo l ) ,  
and  DIPEA (1 83  mg ,  1 .41  mmo l)  in  DMF (2  m L)  was  s t i r r ed  a t  r oo m t emp era tur e  fo r  2  h .  
Th e  r eac t io n  mix tu re  was  pu r i f i ed  by  pr ep a ra t iv e  HPLC (con d i t io n  1 ,  0 .2 2 5 % aq u eo u s  
fo rmic  ac id  so lu t io n /MeCN =  5 3 /47  to  23 /7 7)  to  g iv e  14 5  (3 3  mg ,  17 %)  a s  a  wh i t e  so l id .  
1 H NMR (3 0 0  MHz,  DMSO -d 6 ,  T =  8 0  °C)  δ  3 .4 2 – 3 .4 8  (m ,  2 H) ,  3 .7 8 – 3 .9 4  (m ,  5 H) ,  4 .07 –
4 .1 1  (m ,  1 H) ,  4 .5 7 –4 .6 3  (m ,  1 H) ,  5 .4 6  ( s ,  1 H) ,  7 .21 –7 .31  (m,  1 H) ,  7 .38  ( s ,  4 H) ,  7 .41  (d ,  J  
= 8 .4  Hz ,  2 H) ,  7 .62  (d ,  J  = 8 .4  Hz ,  2 H) ,  7 .71  (d ,  J  = 9 .6  Hz ,  1 H) ,  8 .0 0  ( s ,  1 H)  ,  8 .3 7  (d ,  J  
= 1 .5  Hz ,  1 H) .  MS m / z  55 3  (M+H) + .  An a l .  Calcd  for  C 2 6 H 2 2 BrC lN 4 O 3 ·1 .5 H 2 O:  C,  53 .76 ;  H ,  
4 .3 4 ;  N,  9 .6 5 .  Fo u nd :  C ,  5 3 .4 8 ;  H ,  3 .9 8 ;  N ,  9 .5 1 .  
3- ( (4 - (4 -Bro mo benzo y l ) -3 - (4 - ch lo ro pheny l )p i pera z in -1 -y l ) ca rbo ny l )py ra zo lo[1 ,5 -
a ]py r id ine -6 -ca rbo ni t r i l e  ( 14 6 ) .  To  a  so lu t ion  o f  1 7 4  ( 80  mg ,  0 .3 3  mmo l )  in  CH 2 Cl 2  ( 3  
mL)  was  ad d e d  TFA (3  mL) .  Th e  r e su l t ing  mix tu re  was  s t i r r ed  a t  r o om temp era tu r e  fo r  1  
h  and  th en  co ncen t r a t ed .  To  a  so lu t ion  o f  th e  r e s idu e ,  1 64 b  (9 4  mg ,  0 .2 3  mmo l ) ,  and  E t 3 N 
(8 3  mg ,  0 .8 2  mmo l )  in  CH 2 Cl 2  ( 1 0  mL)  was  ad ded  HATU (86  mg,  0 .2 3  mmo l ) .  Th e  
r e su l t ing  mix tu re  was  s t i r r ed  a t  ro o m temp era tur e  fo r  5  h  an d  co n cen t r a t ed .  Th e  r e s id u e  
was  p ur i f i ed  by  p r ep ara t iv e  HPLC (co nd i t io n  1 ,  0 .2 25 % aq u eo u s  fo rmic  ac id  
so lu t ion /MeCN =  4 0 /6 0  to  10 /9 0)  to  g iv e  1 4 6  (6 0  mg,  5 3 %)  a s  a  wh i t e  so l id .  1 H NMR 
(4 0 0  MHz,  DMSO -d 6 ,  T =  80  °C)  δ  3 .3 8– 3 .5 5  (m ,  2 H) ,  3 .8 3  (dd ,  J  = 1 4 .0 ,  4 .4  Hz ,  1 H) ,  
3 .9 4  (d ,  J  = 1 0 .0  Hz ,  1 H) ,  4 .0 8  (d ,  J  = 1 1 .6  Hz ,  1 H) ,  4 .62  (d ,  J  = 14 .0  Hz ,  1 H) ,  5 .48  ( s ,  
1 H) ,  7 .31  ( s ,  4 H) ,  7 .4 2  (d ,  J  = 8 .4  Hz,  2 H) ,  7 .58  (d ,  J  =  9 .2  Hz ,  1 H) ,  7 .6 5  (d ,  J  = 8 .4  Hz,  
2 H) ,  7 .8 3  (d ,  J  =  9 .2  Hz ,  1 H) ,  8 .3 6  ( s ,  1 H) ,  9 .5 4  ( s ,  1 H,) .  MS m / z  5 48  (M+H) + .  An a l .  
Calcd  fo r  C 2 6 H 1 9 BrClN 5 O 2 ·0 .3 H 2 O:  C,  5 6 .3 5 ;  H ,  3 .56 ;  N ,  1 2 .6 4 .  Fo u nd :  C ,  56 .44 ;  H ,  3 .52 ;  




2- (5- ( (4 - (4 -Chlo ro benzoy l ) -3 - (4 - ch lo ro pheny l)p ipera z in -1 -y l ) ca rbo ny l) -1 ,3 -o x a zo l -2 -
y l )benzo ni t r i l e  ( 1 47 ) .  A  mix tu re  o f  1 64 a  (7 0  mg ,  0 .1 9  mmo l ) ,  1 79  ( 2 9 .8  mg ,  0 .2 6  mmo l ) ,  
EDC·HCl  (50 .5  mg,  0 .26  mmo l ) ,  an d  HOBt  (35 .6  mg ,  0 .26  mmo l )  in  DMF (3  mL)  was  
s t i r r ed  a t  r oo m temp era tur e  o v ern igh t .  Th e  r eac t ion  mix ture  was  p ou red  in to  wa ter  an d  
ex t r ac t ed  wi th  E tOAc .  Th e  org an ic  l ay e r  was  sep ara t ed ,  wash ed  wi th  wa te r  and  b r in e ,  
d r i ed  o v er  Na 2 SO 4 ,  an d  con cen t r a t ed .  Th e  r e s id u e  was  p u r i f i ed  b y  NH -s i l i ca  ge l  co lu mn 
chro ma to g rap hy  (h ex an e /E tOAc =  9 8 /2  to  50 /5 0)  to  g iv e  (4 - (4 - ch lo rob en zo y l ) -3 - (4 -
ch lo rop h en y l )p ip e raz in -1 -y l ) (1 ,3 -o x azo l -5 -y l )me th an on e  (20  mg ,  2 5 %)  a s  a  wh i t e  so l id .  
1 H NMR (30 0  MHz,  DMSO -d 6 )  δ  3 .5 4  (br s ,  2 H) ,  4 .0 2  ( b r s ,  1 H) ,  4 .7 0  (br s ,  1 H) ,  5 .6 2  (br s ,  
1 H) ,  7 .4 0  (b r s ,  4 H) ,  7 .54  (b r s ,  4 H) ,  7 .6 7  (b r s ,  1 H) ,  8 .54  ( s ,  1 H) .  2 H were  n o t  o b se rv ed .  
MS m / z  4 30  (M+H) + .  
A mix ture  o f  ( 4 - (4 - ch lo rob en zo y l ) -3 - (4 - ch lo ro p hen y l )p ip eraz in -1 -y l ) (1 ,3 -o x azo l -5 -
y l )me th an o n e  (1 00  mg,  0 .23 2  mm o l ) ,  2 -b oro mo b en zo n i t r i l e  (6 4  mg,  0 .3 4 8  mmo l ) ,  
Pd (OAc) 2  ( 3  mg,  12  mo l ) ,  Cs 2 CO 3  ( 1 5 1  mg,  0 .46 5  mmo l ) ,  and  Cu I  (4 4  mg ,  0 .2 3 2  mmo l)  
in  DMF (2  mL)  was  b ub b led  wi th  N 2  f o r  2  m in ,  t h en  h ea ted  a t  1 5 0  °C for  5  m in  u nd e r  
m ic ro wav e  i r r ad ia t ion .  Th e  r eac t ion  mix tu re  was  p ou red  in to  wa te r  an d  ex t r ac t ed  wi th  
E tOAc .  Th e  o rg an ic  l ay e r  was  sep a ra t ed ,  wash ed  wi th  wa te r  an d  br in e ,  d r i ed  ov e r  Na 2 SO 4 ,  
and  co n cen t r a t ed .  Th e  r e s id u e  was  p ur i f i ed  by  pr ep a ra t iv e  HPLC (co n d i t ion  2 ,  1 % TFA in  
wa te r /MeCN =  9 0 /10  to  2 0 /80 )  to  g iv e  1 47  ( 20  mg ,  1 6 %)  a s  a  wh i t e  so l id .  1 H NMR (3 00  
MHz,  DMSO -d 6 ,  T =  8 0  °C)  δ  3 .4 4– 3 .6 4  (m ,  2 H) ,  3 .8 5 – 4 .0 0  (m ,  2 H) ,  4 .2 0 –4 .25  (d ,  J  =  
16 .8  Hz,  1 H) ,  4 .6 8 –4 .7 4  (dd ,  J  =  1 8 .8 ,  4 .0  Hz ,  1 H) ,  5 .53  (br s ,  1 H) ,  7 .3 8  ( s ,  4 H) ,  7 .50  ( s ,  
4 H) ,  7 .7 3– 7 .7 9  (m ,  1 H) ,  7 .8 6 – 7 .9 1  (m ,  2 H) ,  7 .9 9 – 8 .0 1  (m ,  1 H) ,  8 .1 7 – 8 .1 9  (m ,  1 H) .  MS  
m / z  5 31  (M+H) + .  An a l .  Calcd  fo r  C 2 8 H 2 0 Cl 2 N 4 O 3 ·0 .3 H 2 O:  C,  6 2 .6 5 ;  H ,  3 .87 ;  N ,  10 .44 .  
Fo un d :  C ,  6 2 .5 7 ;  H ,  3 .9 0 ;  N,  10 .46 .   
3- (5- ( (4 - (4 -Chlo ro benzoy l ) -3 - (4 - ch lo ro pheny l)p ipera z in -1 -y l ) ca rbo ny l) -1 ,3 -o x a zo l -2 -
y l )benzo ni t r i l e  ( 1 48 ) .  To  a  so lu t ion  of  18 0  ( 35 4  mg ,  1 .48  mmo l )  in  DMF (1 0  mL)  were  
add ed  HATU (8 4 4  mg ,  2 .22  mmo l )  an d  DIPEA (0 .77 3  mL,  4 .44  mmo l )  a t  0  °C .  Th e  
r e su l t ing  mix tu re  was  s t i r r ed  a t  0  °C  fo r  5  m in  an d  th en  1 6 4a  (5 5 0  mg ,  1 .4 8  mmo l )  was  
add ed  to  th e  mix tu re  a t  0  °C .  Af ter  s t i r r ing  a t  0  °C  fo r  3 0  min ,  t h e  r eac t ion  mix tu re  was  




wash ed  wi th  wa te r  an d  b r in e ,  d r i ed  o v e r  Mg SO 4 ,  an d  co n cen t r a t ed .  Th e  r e s id u e  was  
pu r i f i ed  by  s i l i ca  g e l  co lu mn  ch ro ma tog raph y  (h ex an e /E tOAc  =  95 /5  to  3 0 /70 )  to  g ive  (4 -
(4 - ch lo rob en zo y l ) -3 - (4 - ch lo ro p hen y l )p ip eraz in -1 -y l ) (2 - iod o -1 ,3 -o x azo l -5 -y l )me th an on e  
(7 8 5  mg,  95 %)  a s  a  p a le  y e l lo w so l id .  1 H NMR (30 0  MHz,  CDCl 3 )  δ  2 .90 –3 .86  (m ,  3 H) ,  
4 .2 6  (br s ,  1 H) ,  5 .0 0  (b r s ,  1 H) ,  5 .3 9 –6 .03  (m ,  1 H) ,  7 .27 –7 .45  (m,  8 H) ,  7 .5 1  ( s ,  1 H) .  1 H 
was  no t  o b se rv ed .  MS m / z  5 56  (M+H) + .  
To  a  so lu t ion  of  ( 4 - (4 - ch loro ben zoy l ) -3 - (4 - ch lo rop h en y l )p ip e raz in - 1 -y l ) (2 - iod o -1 ,3 -
ox azo l -5 -y l )me th an on e  (14 0  mg ,  0 .2 52  mmo l )  and  3 - cy an o ph eny l  b oro n ic  ac id  (74  mg ,  
0 .5 03  mmo l )  in  DME (3  mL)  an d  H 2 O (1  mL)  were  ad d ed  Pd (PPh 3 ) 4  ( 29  mg ,  25  mo l )  and  
Na 2 CO 3  ( 5 3  mg,  0 .50 3  mmo l )  un d e r  N 2 .  Th e  r e su l t ing  mix tu re  was  r e f lu x ed  fo r  12  h .  Th e  
r eac t io n  mix tu re  was  con cen t r a t ed ,  an d  th e  r e s idu e  was  p u r i f i ed  by  p r ep a ra t iv e  TLC  
(E tOAc/p e t ro leum e th e r  =  1 /1)  to  g iv e  1 48  ( 4 0  mg ,  3 0 %)  a s  a  wh i t e  so l id .  1 H NMR (4 00  
MHz,  DMSO -d 6 )  δ  3 . 4 5– 3 .6 0  (m ,  2 H) ,  3 .8 7 – 4 .0 2  (m ,  2 H) ,  4 .1 6 – 4 .2 0  (m ,  1 H) ,  4 .6 8 – 4 .7 3  
(d d ,  J  = 1 4 .0 ,  3 .2  Hz,  1 H) ,  5 .5 3  (b r s ,  1 H) ,  7 .39  ( s ,  4 H) ,  7 .5 2  ( s ,  4 H) ,  7 .7 8 –7 .80  (m,  2 H) ,  
8 .0 1  (d t ,  J  =  8 .0 ,  1 .2  Hz ,  1 H) ,  8 .30  (d t ,  J  =  8 .0 ,  1 .2  Hz ,  1 H) ,  8 .3 4  ( t ,  J= 1 .2  Hz ,  1 H) .  MS 
m / z  5 31  (M+H) + .  An a l .  Calcd  fo r  C 2 8 H 2 0 Cl 2 N 4 O 3 ·0 .4 H 2 O:  C,  6 2 .4 4 ;  H ,  3 .89 ;  N ,  10 .40 .  
Fo un d :  C ,  6 2 .4 0 ;  H ,  3 .9 2 ;  N,  10 .50 .  
4- (5- ( (4 - (4 -Chlo ro benzoy l ) -3 - (4 - ch lo ro pheny l)p ipera z in -1 -y l ) ca rbo ny l) -1 ,3 -o x a zo l -2 -
y l )benzo ni t r i l e  ( 1 4 9) .  Co mpo u nd  1 4 9  was  p r ep a red  f ro m (4 - (4 - ch lo ro b en zo y l) -3 - (4 -
ch lo rop h en y l )p ip e raz in -1 -y l ) (2 - io do -1 ,3 -o x azo l -5 -y l )me th ano n e  in  a  s im i l a r  man n er  to  
th a t  d esc r ib ed  fo r  th e  sy n th es i s  o f  co mpo un d  1 48  and  o b ta in ed  in  4 9 % y ie ld  a s  a  wh i t e  
so l id .  1 H NMR (3 00  MHz,  CDC l 3 )  δ  3 .1 1– 3 .8 1  (m ,  3 H) ,  3 .9 6 – 4 .5 0  (m ,  2 H) ,  4 .77 –5 .18  (m ,  
1 H) ,  5 .3 9– 6 .0 2  (m ,  1 H) ,  7 .2 8 – 7 .4 6  (m ,  8 H) ,  7 .6 7  ( s ,  1 H) ,  7 .7 7  (d ,  J  =  8 .2  Hz ,  2 H) ,  8 .11  
(d ,  J  =  8 .2  Hz ,  2 H) .  MS m / z  5 31  (M+H) + .  An a l .  Calcd  fo r  C 2 8 H 2 0 Cl 2 N 4 O 3 ·0 .5 H 2 O:  C,  
62 .23 ;  H ,  3 .92 ;  N ,  10 .3 7 .  Fo un d :  C ,  62 .15 ;  H ,  3 .9 4 ;  N,  10 .42 .  
3- (5- ( (4 - (4 -Bro mo benz oy l ) -3 - (4 - ch lo ro pheny l )p ipera z in -1-y l ) ca rbo ny l ) -1 ,3 -ox a zo l -2 -
y l )benzo ni t r i l e  ( 15 0) .  Co mpo un d 1 50  was  p r epa red  f ro m co mp ou n d s  1 6 4 b  and  1 8 4  i n  a  
s im i l a r  man n e r  to  th a t  d esc r ib ed  fo r  th e  sy n th es i s  o f  co mpo u nd  12 7  and  ob ta in ed  in  47 % 
y ie ld  a s  a  wh i t e  so l id .  1 H NMR (3 0 0  MHz,  CDCl 3 )  δ  3 .0 0– 3 .8 0  (m ,  3 H) ,  3 .97 – 4 .5 6  (m,  




7 .8 3  (m ,  1 H) ,  8 .20 –8 .3 2  (m ,  2 H) .  MS m / z  57 5  (M+H) + .  An a l .  Ca lcd  for  C 2 8 H 2 0 Br ClN 4 O 3 :  
C ,  58 .40 ;  H ,  3 .5 0 ;  N ,  9 .7 3 .  Fo u nd :  C ,  5 8 .4 1 ;  H ,  3 .73 ;  N ,  9 .69 .   
2- (5- ( (4 - (4 -Bro mo benz oy l ) -3 - (4 - ch lo ro pheny l )p ipera z in -1-y l ) ca rbo ny l ) -1 ,3 -ox a zo l -2 -
y l ) i so n ico t ino ni t r i l e  ( 15 1 ) .  To  a  so lu t io n  of  16 3 b  (3 .40  g ,  7 .0 9  mmo l )  in  THF (30  mL)  
was  add ed  4  M h y dro g en  ch lo r id e  E tOAc  s o lu t io n  (53 .1  mL,  2 1 3  mmo l )  a t  0  °C .  Th e  
mix tu re  was  a l lo wed  to  warm to  ro o m temp era tur e  an d  s t i r r ed  a t  r oo m temp era tu r e  fo r  1  h .  
Th e  mix ture  was  b as i f i ed  wi th  sa tu r a t ed  aq ueou s  NaH CO 3  so lu t io n  a t  r oo m tempera tu re  
and  ex t rac t ed  wi th  E tOAc .  Th e  o rg an ic  l aye r  was  sep a ra t ed ,  wash ed  wi th  wa te r  an d  br in e ,  
d r i ed  o v e r  Mg SO 4 ,  an d  co n cen t r a t ed .  Th e  r e s idu e  was  p ur i f i ed  b y  NH -s i l i ca  g e l  co lu mn 
chro ma to g rap hy  (h ex an e /E tOAc =  9 /1  to  0 /10 0 )  to  g iv e  (4 -b romo ph eny l ) - (2 - (4 -
ch lo rop h en y l )p ip e raz in -1 -y l )me th an o n e  ( f r ee  fo rm o f  1 64 b ,  2 .6 0  g ,  9 7 %)  a s  a  co lor l e ss  
o i l .  A  mix ture  o f  ( 4 -b romo ph eny l ) - (2 - (4 - ch lo rop h en y l )p ip e raz in -1-y l )me th ano n e  (31 2  mg,  
0 .8 2  mmo l ) ,  1 85  ( 2 00  mg ,  0 .82  mmo l ) ,  an d  1  M Me 3 Al  in  CH 2 Cl 2  ( 1 .64  mL,  1 .64  mmo l )  in  
THF (1 0  mL)  was  s t i r r ed  a t  1 1 0  °C un d e r  m ic ro wav e  i r r ad ia t ion  fo r  1  h .  The  r eac t ion  
mix tu re  was  d i lu t ed  wi th  wa te r  an d  ex t r ac t e d  wi th  E tOAc .  Th e  se p ara t ed  org an ic  l ay e r  
was  wash ed  wi th  wa ter  an d  b r in e ,  d r i ed  o ve r  Na 2 SO 4 ,  and  con cen t r a t ed .  Th e  r e s id u e  was  
pu r i f i ed  b y  pr ep a ra t iv e  HPLC (co n d i t ion  1 ,  0 .22 5 % aq u eo u s  fo rmic  ac id  so lu t io n /MeCN =  
52 /4 8  to  22 /7 8)  to  g iv e  15 1  ( 2 60  mg,  5 5 %)  a s  a  wh i t e  so l id .  1 H NMR (3 0 0  MHz,  DMSO -d 6 ,  
T =  8 0  °C)  δ  3 .44 – 3 .6 2  (m ,  2 H) ,  3 .86 – 4 .0 3  (m ,  2 H) ,  4 .08 – 4 .1 6  (m,  1 H) ,  4 .6 6  (d d ,  J  = 14 .8 ,  
3 .9  Hz ,  1 H) ,  5 .53  (b r s ,  1 H) ,  7 .3 3 – 7 .4 5  (m ,  6 H) ,  7 .61 –7 .67  (m ,  2 H) ,  7 .82  ( s ,  1 H) ,  7 .97  (dd ,  
J  = 4 .8 ,  1 .5  Hz,  1 H) ,  8 .3 0  ( s ,  1 H) ,  9 .03  (d d ,  J  = 4 .8 ,  0 .9  Hz ,  1 H) .  MS m / z  5 76  (M+H) + .  
An a l .  Ca lcd  fo r  C 2 7 H 1 9 BrClN 5 O 3 ·0 .7 H 2 O:  C,  5 5 .0 2 ;  H ,  3 .49 ;  N ,  11 .8 8 .  Fou n d :  C ,  54 .94 ;  H ,  
3 .4 5 ;  N,  12 .04 .  
3- (4- ( (4 - (4 -Bro mo benz oy l ) -3 - (4 - ch lo ro pheny l )p ipera z in -1-y l ) ca rbo ny l ) -5 -m ethy l -1 H -
py ra zo l -1 -y l )benzo ni t r i l e  ( 1 52 ) .  Co mpo un d 1 52  was  p r ep a red  f ro m comp ou nd  1 6 4 b  and  
18 3  i n  a  s im i l a r  man n e r  to  th a t  d esc r ib ed  for  t h e  syn th es i s  o f  co mp o u nd  1 22  and  o b ta in ed  
in  6 4 % y ie ld  a s  a  wh i t e  so l id .  1 H NMR (3 00  MHz,  DMSO -d 6 )  δ  2 .2 0  (b r s ,  3 H) ,  2 .95 – 3 .4 1  
(m ,  2 H) ,  3 .82 –4 .1 3  (m ,  2 H) ,  4 .9 0  (b r s ,  1 H) ,  5 .73  (br s ,  1 H) ,  7 .1 9 – 7 .5 5  (m,  6 H) ,  7 .62 – 7 .8 2  
(m ,  4 H) ,  7 .87 –7 .9 9  (m ,  2 H) ,  8 .0 7  ( s ,  1 H) .  1 H was  n o t  ob se rv ed .  MS m / z  5 8 8  (M+H) + .  An a l .  




H,  N ,  1 1 .7 4 .  
( (3 S ) -4 - (4 -Bro mo benz oy l ) -3 - (4 - ch lo ro pheny l )p ipera z in -1-y l ) (6 -bro mo py ra zo lo[1 ,5 -
a ]py r id in -3 -y l )m etha n o ne  ( 1 53 a ) .  A  so lu t io n  of  16 5 a  ( 2 00  mg,  0 .5 3  mmo l ) ,  1 7 0  ( 16 5  mg ,  
0 .6 8  mmo l ) ,  EDC·H Cl  (1 3 1  mg,  0 .6 8  mmo l ) ,  and  HOBt  (93  mg ,  0 .6 8  mmo l )  in  DMF (5  
mL)  was  s t i r r ed  a t  ro om temp era tur e  ov e rn igh t .  Th e  reac t io n  mix ture  was  po u red  in to  
wa te r  and  ex t r ac t ed  wi th  E tOAc .  Th e  org an ic  l aye r  was  sep a ra t ed ,  wash ed  wi th  wa te r  and  
br in e ,  d r i ed  ov e r  Na 2 S O 4 ,  and  co n cen t r a t ed .  Th e  r e s id u e  was  p u r i f i ed  b y  NH -s i l i ca  g e l  
co lu mn ch ro ma to g raph y  (h ex an e /E tOAc  =  8 /2  to  2 /8 )  to  g iv e  1 53 a  ( 2 32  mg ,  73 %,  
>99 .9 %ee ,  r e t en t io n  t ime 28 .6  min )  a s  co lo r l e ss  n eed le s .  1 H NMR (40 0  MHz,  DMSO -d 6 ,  T  
= 9 0  °C)  δ  3 .35 – 3 .5 1  (m ,  2 H) ,  3 .80  (d d ,  J  =  1 4 .1 ,  4 .5  Hz ,  1 H) ,  3 .91  (d ,  J  =  1 1 .0  Hz ,  1 H) ,  
4 .0 3– 4 .1 2  (m,  1 H) ,  4 .6 0  (d d ,  J  =  14 .1 ,  2 .6  Hz ,  1 H) ,  5 .4 5  (br s ,  1 H) ,  7 .2 6 – 7 .3 3  (m ,  4 H) ,  
7 .3 7– 7 .4 2  (m ,  2 H) ,  7 .4 9  (d d ,  J  =  9 .3 ,  1 .7  Hz ,  1 H) ,  7 .6 0 – 7 .6 5  (m ,  2 H) ,  7 .7 1  (d ,  J  =  1 0 .0  
Hz ,  1 H) ,  8 .1 2  ( s ,  1 H) ,  9 .0 1 – 9 .0 3  (m ,  1 H) .  1 3 C NMR (1 0 1  MHz,  D MSO - d 6 ,  T  =  90  °C)  δ  
41 .7 ,  4 4 .7 ,  4 6 .2 ,  54 .4  ,  10 6 .3 ,  1 07 .4 ,  1 1 9 .2 ,  12 3 .1 ,  1 28 .4  (2 C) ,  1 28 .4  (2 C) ,  1 28 .9  (2 C) ,  
12 9 .2 6 ,  1 2 9 .3 2 ,  1 31 .5  (2 C) ,  1 32 .0 ,  1 35 .0 ,  1 3 7 .8 ,  1 3 9 .0 ,  1 4 1 .7 ,  16 3 .2 ,  1 69 .4 .  MS m / z  6 0 1  
(M+H) + .  An a l .  Ca lcd  fo r  C 2 5 H 1 9 Br 2 ClN 4 O 2 ·0 .2 5 C 6 H 1 4 O:  C,  5 0 .6 6 ;  H ,  3 .6 1 ;  N ,  8 .9 2 .  
Fo un d :  C ,  5 0 .5 4 ;  H ,  3 .5 2 ;  N,  8 .9 5 .  Pu r i ty  1 00 %  (HPLC) .  [ ] D 2 5  =  +4 .7  ° .  
( (3 R ) -4 - (4 -Bro mo benz oy l ) -3 - (4 - ch lo ro pheny l )p ipera z in -1-y l ) (6 -bro mo py ra zo lo[1 ,5 -
a ]py r id in -3 -y l )m etha n o ne ( 1 5 3 b) .  Co mp ou n d  1 5 3 b  was  p r epa red  f ro m co mpo u nd s  1 7 0  
and  1 65 b  i n  a  s im i l a r  man n e r  to  th a t  d esc r ib ed  fo r  th e  sy n th es i s  o f  co mp o un d 15 3 a  an d  
ob ta in ed  in  5 0 % y ie ld  (>99 .9 %ee ,  r e t en t io n  t ime 3 3 .9  min )  a s  a  wh i t e  so l id .  1 H NMR (3 00  
MHz,  DMSO -d 6 )  δ  3 .3 6– 3 .5 5  (m ,  2 H) ,  3 .6 3 – 3 .9 0  (m ,  2 H) ,  4 .0 7  (br s ,  1 H) ,  4 .6 8  (d ,  J  =  
13 .5  Hz ,  1 H) ,  5 .6 6  (br s ,  1 H) ,  7 .3 3  (br s ,  4 H) ,  7 .4 5  (b r s ,  2 H) ,  7 .5 5  (d ,  J  = 9 .4  Hz ,  1 H) ,  
7 .6 8  (d ,  J  = 7 .3  Hz,  3 H) ,  8 .2 1  ( s ,  1 H) ,  9 .2 0  ( s ,  1 H) .  MS m / z  6 0 1  (M+H) + .  Ana l .  Ca lcd  fo r  
C 2 5 H 1 9 Br 2 ClN 4 O 2 ·0 .2 5 C 6 H 1 4 O:  C,  5 0 .66 ;  H ,  3 .61 ;  N ,  8 .92 .  Fo un d :  C ,  50 .57 ;  H ,  3 .66 ;  N ,  
8 .7 0 .  Pu r i ty  1 00 % (HP LC) .  [ ] D 2 5  = −4 .9  ° .  
An a ly t i ca l  HPLC co n d i t ion  fo r  d e te rmin a t io n  of  th e  %ee  v a lues  o f  1 5 3a  an d  1 5 3 b ,  Wa te r s  
sy s t em,  CHIRALPAK IC -3  (Da ice l )  2 50 mm ×  4 .6  mm I .D . ,  E tOH 10 0 %,  f lo w r a t e  o f  0 .5  
mL/min .  




1H -py razo l -1 -y l )benzo ni t r i l e  ( 1 5 4a ) .  Co mpo u nd  1 5 4a  was  p r ep a red  f ro m co mpo u nd s  18 3  
and  1 6 5a  i n  a  s im i l a r  man n e r  to  th a t  d esc r ib ed  fo r  th e  syn th es i s  o f  co mp o un d 1 53 a  an d  
ob ta in ed  in  8 1 % y ie ld  (>9 9 .0  ee ,  r e t en t io n  t i me 1 4 .3  min )  a s  a  wh i t e  so l id .  1 H NMR (4 00  
MHz,  DMSO -d 6 ,  T  =  9 0  °C)  δ  2 .2 1  ( s ,  3 H) ,  3 .2 4 – 3 .4 0  (m ,  2 H) ,  3 .68  (dd ,  J  =  14 .1 ,  3 .8  Hz ,  
1 H) ,  3 .9 0  (d ,  J  =  9 .3  Hz ,  1 H) ,  3 .9 8  (d ,  J  =  1 0 .3  Hz ,  1 H) ,  4 .6 4  (d ,  J  =  13 .4  Hz ,  1 H) ,  5 .4 8  
(b r s ,  1 H) ,  7 .2 8 – 7 .3 3  (m ,  2 H) ,  7 .35 –7 .44  (m ,  4 H) ,  7 .61 –7 .65  (m ,  3 H) ,  7 .7 3  ( t ,  J  =  8 .0  Hz ,  
1 H) ,  7 .8 3– 7 .9 0  (m ,  2 H ) ,  7 .9 7  ( t ,  J  =  1 .6  Hz,  1 H) . 1 3 C NMR (1 0 1  MHz,  DMSO -d 6 ,  T  =  
90  °C)  δ  1 1 .0 ,  4 1 .5 ,  4 4 .5 ,  4 6 .0 ,  54 .1 ,  11 2 .6 ,  1 16 .0 ,  11 7 .7 ,  1 23 .2 ,  12 8 .1 ,  1 28 .48  (2 C) ,  
12 8 .4 9  (2 C) ,  1 28 .9  (2 C) ,  12 9 .6 ,  13 0 .7 ,  13 1 .6  (2 C) ,  13 1 .8 ,  13 2 .1 ,  13 4 .9 ,  13 7 .5 ,  13 9 .2 ,  
13 9 .6 ,  1 4 0 .5 ,  1 6 4 .0 ,  16 9 .4 .  MS m / z  58 8  (M+H) + .  An a l .  Calcd  fo r  
C 2 9 H 2 3 Br ClN 5 O 2 ·0 .2 5 C 6 H 1 4 O ·0 .1 H 2 O:  C,  5 9 .4 5 ;  H ,  4 .3 7 ;  N ,  11 .36 .  Fou nd :  C ,  59 .37 ;  H ,  
4 .3 4 ;  N,  11 .25 .  Pu r i ty  98 .6 % (HPLC) .  [ ] D 2 5  =  +1 1 .2  ° .  
3- (4- ( ( (3 R ) -4 - (4 -Bro m o benzoy l ) -3 - (4 - ch lo ro pheny l )p ipera z in -1 -y l ) carbo ny l ) -5 -methy l -
1H -py razo l -1 -y l )benzo ni t r i l e  ( 1 54 b) .  Co mp ou nd  1 5 4 b  was  p rep a red  f ro m co mp o un d s  1 8 3  
and  1 65 b  i n  a  s im i l a r  man n e r  to  th a t  d esc r ib ed  fo r  th e  sy n th es i s  o f  co mp o un d 15 3 a  an d  
ob ta in ed  in  7 4 % y ie ld  (>99 .0 %ee ,  r e t en t io n  t ime 1 7 .7  min )  a s  a  wh i t e  so l id .  1 H NMR (3 00  
MHz,  DMSO -d 6 )  δ  2 .2 0  (b r s ,  3 H) ,  3 .3 8 – 3 .7 1  (m ,  2 H) ,  3 .94  (b r s ,  2 H) ,  4 .94  (b r s ,  1 H) ,  5 .7 8  
(b r s ,  1 H) ,  7 .1 9 – 7 .5 4  (m ,  6 H) ,  7 .62 –7 .83  (m ,  4 H) ,  7 .9 3  (d d ,  J  = 1 4 .2 ,  7 .8  Hz ,  2 H) ,  8 .0 8  ( s ,  
1 H) .  1 H was  n o t  o b se rved .  MS m / z  5 88  (M+H) + .  An a l .  Calcd  for  
C 2 9 H 2 3 Br ClN 5 O 2 ·0 .2 5 C 6 H 1 4 O·0 .1 H 2 O:  C,  5 9 .4 5 ;  H ,  4 .3 7 ;  N ,  11 .36 .  Fou nd :  C ,  59 .43 ;  H ,  
4 .2 8 ;  N,  11 .34 .  Pu r i ty  98 .1 % (HPLC) .  [ ] D 2 5  = −1 1 .3  ° .  
An a ly t i ca l  HPLC co n d i t ion s  fo r  d e te rmin a t ion  o f  th e  %ee  v a lu es  o f  1 54 a  an d1 5 4 b :  Wa te r s  
sy s t em,  CHIR ALPAK AS -3  (Da ice l )  2 50  mm ×  4 .6  mm I .D . ,  E tOH/ h ex an e  =  6 0 /40 ,  f lo w 
r a t e  o f  0 .5  mL/min .  
Methy l  4 - f luo ro -6- (pro p -1 -en-2 -y l ) -1 H - indo l e -2 - carbo x y la te  (15 8 a) .  To  a  m ix ture  o f  4 -
bro mo -2- f luo rob en za ld ehy d e  1 5 6a  ( 2 .0 0  g ,  9 .85  mmo l ) ,  4 ,4 ,5 ,5 - t e t r ame th y l -2 - (p rop -1-en -
2-y l ) -1 ,3 ,2 -d io xab oro lan e  1 57  (2 .50  g ,  1 4 .8  mmo l ) ,  an d  Na 2 CO 3  (3 .10  g ,  2 9 .6  mmo l )  in  
d io x ane  (10  mL)  an d  wa te r  (5  mL)  was  ad d ed  Pd(PPh 3 ) 2 Cl 2  ( 3 44  mg,  0 .4 9 0  mmo l ) .  Th e  
r e su l t ing  mix tu re  was  d egassed  an d  th en  h ea ted  a t  6 0  °C for  3  h  u nd e r  N 2  a tmo sp h ere .  The  




sep a ra t ed ,  wash ed  wi th  b r in e ,  d r i ed  o v er  Na 2 SO 4 ,  an d  co n cen t r a t ed .  Th e  r e s idu e  was  
pu r i f i ed  by  s i l i ca  g e l  co lu mn  ch ro ma tog raph y  (p e t ro leu m e th e r /E tOAc  =  5 0 /1)  to  g iv e  2 -
f lu o ro -4- (pro p-1 -en -2-y l )b en za ld ehy d e  (1 .30  g)  a s  a  c rud e  p ro du c t .  Th e  c rud e  (1 .30  g )  
and  NaOMe (1 .3 0  g ,  2 3 .8  mmo l )  were  d i s so l v ed  in  MeOH (3 0  mL) ,  and  th e  so lu t io n  was  
add ed  dro p wise  to  e th y l  2 - az id o ace ta t e  (3 .1 0  g ,  23 .8  mmo l )  a t  0  °C .  Th e  r e su l t in g  mix ture  
was  s t i r r ed  a t  ro o m temp era tu r e  o v ern igh t .  Th e  r eac t io n  mix tu re  was  con cen t ra t ed ,  d i lu t ed  
wi th  wa te r ,  an d  ex t r ac t ed  wi th  E tOAc .  Th e  org an ic  l ay e r  was  sep a ra t ed ,  wash ed  wi th  
b r in e ,  d r i ed  ov e r  Na 2 S O 4 ,  an d  con cen t r a t ed .  Th e  r e s idu e  was  pu r i f i ed  b y  s i l i ca  g e l  co lu mn  
chro ma to g rap hy  (p e t ro leum e the r /E tOAc  =  3 0 /1 )  to  g iv e  me thy l  2 - az id o -3 - (2 - f lu o ro -4-
(p rop -1-en -2 -y l )ph en y l ) acry la t e  (1 .2 0  g)  a s  a  c ru d e  p ro du c t .  Th en ,  t h e  c ru d e  ( 40 0  mg)  in  
to lu en e  (3  mL)  was  s t i r r ed  un d e r  m icro wav e  i r rad ia t io n  a t  1 5 0  °C fo r  5 0  min .  Th e  
r eac t io n  mix tu re  was  f i l t r a t ed ,  an d  th e  f i l t r a t e  was  co n cen t r a t ed .  Th e  r e s id u e  was  p ur i f i ed  
by  s i l i ca  g e l  p r ep a ra t iv e  TLC (p e t ro leu m e th er /E tOAc  =  3 /1 )  to  a f fo rd  1 58 a  ( 1 30  mg ,  1 7 % 
fo r  3  s t ep s )  a s  a  wh i t e  so l id .  1 H NMR (3 0 0  MHz,  DMSO-d 6 )  δ  2 .1 5  ( s ,  3 H) ,  3 .89  ( s ,  3 H) ,  
5 .1 6  ( s ,  1 H) ,  5 .5 1  ( s ,  1 H) ,  7 .11  (d ,  J  =  1 .2  Hz ,  1 H) ,  7 .1 3 – 7 .1 9  (m ,  1 H) ,  7 .3 3  ( s ,  1 H) ,  
12 .29  (b r s ,  1 H) .  MS m / z  23 4  (M+H) + .  
Methy l  4 - ch loro -6 - (pro p -1 -en-2 -y l ) -1 H - indo l e -2 - carbo x y la te  (1 5 8 b) .  Co mp ou n d 1 58 b  
was  p r ep ared  f ro m co mpo un d 1 56 b  i n  a  s im i l a r  man n e r  to  th a t  d esc r ib ed  fo r  th e  syn th es i s  
o f  comp ou nd  15 8 a  an d  o b ta in ed  a s  a  wh i t e  s o l id  (31 % for  3  s t ep s ) .  1 H NMR (3 0 0  M Hz,  
CDCl 3 )  δ  2 .1 9  ( s ,  3 H) ,  3 .9 6  ( s ,  3 H) ,  5 .15  ( s ,  1 H) ,  5 .4 3  ( s ,  1 H) ,  7 .2 8  ( s ,  1 H) ,  7 .3 5  (b r s ,  
1 H) ,  7 .3 6  (br s ,  1 H) ,  7 .2 8  ( s ,  1 H) .  MS m / z  2 50  (M+H) + .  
Methy l  5 - f luo ro -6 - (pro p -1 -en-2 -y l ) -1 H - ind o le -2 - ca rbo xy la te  (1 5 8 c)  an d  m ethy l  7-
f luo ro -6- (pro p-1 -en-2- y l ) -1 H - indo le -2 - ca rbo xy la te  (15 8 e ) .  Co mp o un d s  15 8 c  and  1 58 e  
we re  p r ep ared  f ro m co mp o un d  15 6 c  i n  a  s im i l a r  man n er  to  th a t  d esc r ib ed  for  th e  sy n th es i s  
o f  co mp ou n d  1 58 a .  F in a l  i nd o le  r in g  fo rma t io n  r eac t ion  g av e  r eg io i s omer s  1 58 c  (4 % f o r  3  
s t ep s )  a s  a  wh i t e  so l id  and  1 58 e  ( 8 % in  3  s t ep )  a s  a  wh i t e  so l id .  1 58 c :  1 H NMR  (30 0  MHz,  
CDCl 3 )  δ  2 .1 9  ( s ,  3 H) ,  3 .9 5  ( s ,  3 H) ,  5 .26  ( s ,  2 H) ,  7 .1 4  (b r s ,  1 H) ,  7 .2 9  (d ,  J  =  4 .1  Hz ,  1 H) ,  
7 .3 2  ( s ,  1 H) ,  8 .82  (br s ,  1 H) .  MS m / z  23 4  (M+H) + .  1 58 e :  1 H NM R ( 30 0  MHz,  CDC l 3 )  δ  
2 .2 2  ( s ,  3 H) ,  3 .9 6  ( s ,  3 H) ,  5 .2 9  ( s ,  2 H) ,  7 .08  ( t ,  J  =  7 .5  Hz ,  1 H) ,  7 .17 –7 .23  (m ,  1 H) ,  7 .3 9  




were  con f i rmed  b y  X - ray  c ry s t a l  s t r u c tur e  an a ly s i s  ( CCDC 1 5 23 56 2  for  1 5 8 c  and  CCDC  
15 23 5 61  fo r  15 8 e ) .  
Methy l  5 - ch lo ro -6 - (pro p -1 -en-2 -y l ) -1 H - ind o le -2 - ca rbo xy la te  ( 15 8 d)  and  m ethy l  7 -
ch lo ro-6 - (pro p-1-en-2 - y l ) -1 H - indo le -2 - ca rbo xy la te  (15 8 f ) .  Co mp o un d s  15 8 d  and  15 8 f  
we re  p r ep ared  f ro m comp ou nd  1 5 6 d  i n  a  s im i l a r  man n e r  to  th a t  d esc r ibed  for  th e  
sy n th es i s  o f  co mp o un d 15 8a .  F in a l  i n do le  r in g  fo rma t io n  r eac t ion  g av e  r eg io i so mer s  1 5 8 d  
(1 4 % for  3  s t ep s )  a s  an  of f -wh i t e  so l id  and  15 8f  ( 16 % for  3  s t ep s )  a s  a  wh i t e  so l id .  15 8 d :  
1 H NMR (3 0 0  MHz,  D MSO -d 6 )  δ  2 .09  ( s ,  3 H) ,  3 .8 8  ( s ,  3 H) ,  4 .9 6  ( s ,  1 H) ,  5 .2 6  ( s ,  1 H) ,  
7 .1 2  ( s ,  1 H) ,  7 .29  ( s ,  1 H) ,  7 .7 5  ( s ,  1 H) ,  1 2 .0 9  (b r s ,  1 H) .  MS m / z  2 50  (M+H) + .  15 8f :  1 H  
NMR (3 00  MHz,  DMS O -d 6 )  δ  2 .1 1  ( s ,  3 H) ,  3 .8 8  ( s ,  3 H) ,  4 .9 9  ( s ,  1 H) ,  5 .33  ( s ,  1 H) ,  7 .02  
(d ,  J  =  8 .3  Hz ,  1 H) ,  7 .25  ( s ,  1 H) ,  7 .6 1  (d ,  J  =  8 .2  Hz ,  1 H) ,  1 1 .9 9  ( s ,  1 H) .  MS m / z  25 0  
(M+H) + .   
t e r t -Buty l  3 - (4 - ch lo ro pheny l )p ipera z ine -1 -ca rbo x y la te  ( 16 2 a) .  To  a  so lu t ion  o f  16 1a  
(1 0 0  mg,  0 .5 1  mmo l)  in  CH 2 Cl 2  ( 5  mL)  were  add ed  Bo c 2 O (11 1  mg ,  0 .5 1  mmo l )  and  E t 3 N 
(5 1  mg ,  0 .51  mmo l )  a t  0  °C .  Af te r  s t i r r ed  a t  1 5  °C for  2  h ,  t he  r eac t ion  mix tu re  was  
d i lu t ed  wi th  wa te r ,  ex t r ac t ed  wi th  CH 2 Cl 2 ,  an d  co n cen t r a t ed .  Th e  re s idu e  was  p u r i f i ed  by  
co lu mn  ch roma to graph y  o n  s i l i ca  g e l  (CH 2 Cl 2 /MeOH =  50 /1  to  3 0 /1 )  to  g iv e  16 2a  ( 10 0  mg ,  
66 %)  a s  a  wh i t e  so l id .  1 H NMR (30 0  MHz,  CDCl 3 )  δ  1 .45 –1 .48  (m ,  9 H) ,  2 .6 8  (b r s ,  1 H) ,  
2 .7 7– 2 .9 9  (m ,  2 H) ,  3 .0 6  (d ,  J  =  8 .1  Hz ,  1 H) ,  3 .6 8  (d d ,  J  =  1 0 .5 ,  3 .0  Hz ,  1 H) ,  4 .04  (br s ,  
2 H) ,  7 .2 7– 7 .3 8  (m ,  4 H) .  1 H was  n o t  o b se rv ed .  MS m / z  2 97  (M+H) + .  
t e r t -Buty l  3 - (3 - ch lo ro pheny l )p ipera z ine -1 -ca rbo x y la te  ( 1 62 c ) .  To  a  so lu t io n  o f  16 1 c  
(0 .94  g ,  4 .7 8  mmo l )  in  to lu en e  (12  mL)  and  THF (2  mL)  was  ad d ed  Bo c 2 O (1 .1 1  mL,  4 .7 8  
mmo l )  d rop wise  a t  0  ° C .  Af te r  s t i r r in g  a t  r oo m temp era tu r e  fo r  3  h ,  th e  r eac t ion  mix tu re  
was  co n cen t r a t ed .  Th e  r e s id u e  was  pu r i f i ed  by  s i l i ca  g e l  co lumn ch ro ma tog raph y  
(h ex an e /E tOAc  =  50 /1  to  7 /3 )  to  g iv e  16 2 c  ( 0 .9 9  g ,  70 %)  a s  a  y e l lo w o i l .  1 H NMR (3 0 0  
MHz,  CDCl 3 )  δ  1 .4 7  ( s ,  9 H) ,  2 .71  (b r s ,  1 H) ,  2 .80 –2 .99  (m,  2 H) ,  3 .0 7  (d ,  J  = 9 .5  Hz ,  1 H) ,  
3 .6 9  (d d ,  J  = 1 0 .4 ,  2 .9  Hz ,  1 H) ,  4 .0 4  (b r s ,  2 H) ,  7 .19 –7 .3 3  (m ,  3 H) ,  7 .4 4  ( s ,  1 H) .  1 H was  
no t  ob se rv ed .  MS m / z  2 97  (M+H) + .  
t e r t -Buty l  3 - (2 - ch lo ro pheny l )p ipera z ine -1 -ca rbo x y la te  ( 16 2 d) .  Comp ou nd  1 62 d  was  




comp ou nd  16 2a  and  o b ta in ed  in  83 % y ie ld  a s  a  wh i t e  so l id .  1 H NMR (3 0 0  MHz,  CDCl 3 )  δ  
1 .4 8  ( s ,  9 H) ,  2 . 64  (d d ,  J  =  1 2 .6 ,  1 0 .1  Hz ,  1 H) ,  2 .8 4 – 3 .0 0  (m ,  2 H) ,  3 .0 2 –3 .14  (m ,  1 H) ,  
3 .9 5– 4 .0 9  (m,  1 H) ,  4 .1 4  (d d ,  J  =  1 0 .1 ,  2 .8  Hz ,  1 H) ,  4 .21  (d ,  J  =  1 2 .1  Hz ,  1 H) ,  7 .16 – 7 .3 1  
(m ,  3 H) ,  7 .3 3 – 7 .4 1  (m ,  1 H) ,  7 .6 2  (d ,  J  =  7 .3  Hz ,  1 H) .  MS m / z  29 7  (M+H) + .  
t e r t -Buty l  4 - (4 - ch lo ro benzo y l ) -3 - (4 -ch lo ro pheny l )p ipera z ine -1-ca rbox y la te  ( 1 63 a ) .  To  
a  so lu t ion  o f  16 2 a  ( 6 .30  g ,  21 .0  mmo l )  in  C H 2 Cl 2  ( 5 0  mL)  was  ad d ed  4 - ch lo ro b en zo y l  
ch lo r id e  (3 .9 0  g ,  2 2 .0  mmo l )  and  E t 3 N (4 .2 0  g ,  4 2 .0  mmo l)  a t  0  °C .  A f ter  s t i r r in g  a t  1 5  °C  
fo r  2  h ,  t h e  r eac t io n  mix tu re  was  d i lu t ed  wi th  wa ter ,  ex t r ac t ed  wi th  CH 2 C l 2 ,  and  
con cen t r a t ed .  Th e  r e s id u e  was  p u r i f i ed  by  s i l i ca  g e l  co lu mn  ch ro ma to grap hy  
(CH 2 Cl 2 /MeOH =  5 0 /1 )  to  g iv e  1 63 a  ( 8 .6 5  g ,  95 %)  a s  a  wh i t e  so l id .  1 H NMR (3 00  MHz,  
CDCl 3 )  δ  1 .4 5  (b r s ,  9 H) ,  3 .0 3  (b r s ,  2 H) ,  3 .2 9  (b r s ,  1 H) ,  3 .7 8 – 4 .2 0  (m ,  2 H) ,  4 .64  (br s ,  1 H) ,  
5 .3 5– 6 .1 0  (m ,  1 H) ,  7 .2 9 – 7 .4 6  (m ,  8 H) .  MS m / z  45 7  (M+Na) + .  
t e r t -Buty l  4 - (4 -brom o benzoy l ) -3 - (4 - ch lo ro pheny l )p ipera z ine -1 -ca rbo x y la te  ( 16 3 b) .  
Co mpo un d 1 63 b  was  p r ep a red  f ro m comp ou n d s 1 62 a  an d  4 -b ro mob enzo y l  ch lor id e  in  a  
s im i l a r  mann e r  to  th a t  d esc r ib ed  fo r  th e  sy n th es i s  o f  co mp o un d  16 3a  and  o b ta in ed  in  87 %  
y ie ld  a s  a  y e l lo w so l id .  1 H NMR (4 00  MHz,  D MSO -d 6 )  δ  1 .33  ( s ,  9 H) ,  2 .77 – 3 .1 8  (m ,  2 H) ,  
3 .4 3– 3 .9 7  (m ,  2 H) ,  4 .1 2 – 5 .0 8  (m ,  2 H) ,  5 .68  (br s ,  1 H) ,  7 .08 –7 .5 3  (m ,  6 H) ,  7 .6 7  ( s ,  2 H) .  
MS m / z  4 23  (M−( t -Bu )+H) + .  
t e r t -Buty l  4 - (4 - ch lo ro benzoy l ) -3 - (3 - ch lo ro pheny l )p ipera z ine -1 -ca rbo x y la te  ( 1 63 c ) .  
Co mpo un d  16 3 c  was  p r epa red  f rom co mp o un d  16 2 c  in  a  s im i l a r  man n er  to  th a t  d esc r ib ed  
fo r  th e  syn th es i s  o f  co m p o un d  1 6 3a  an d  o b ta in ed  in  78 % y ie ld  a s  a  wh i t e  so l id .  1 H NMR 
(3 0 0  MHz,  CD Cl 3 )  δ  1 .49  (br s ,  9 H) ,  2 .75 – 3 .1 8  (m ,  2 H) ,  3 .3 0  (d ,  J  = 10 .4  Hz ,  1 H) ,  3 .79 –
4 .1 4  (m ,  1 H) ,  4 .67  (d ,  J  = 1 4 .0  Hz ,  1 H) ,  7 .2 1 –7 .33  (m,  3 H) ,  7 .3 6 –7 .47  (m,  5 H) .  2 H were  
no t  ob se rv ed .  MS m / z  3 79  (M−( t -Bu )+H) + .  
t e r t -Buty l  4 - (4 - ch lo ro benzo y l ) -3 - (2 -ch lo ro pheny l )p ipera z ine -1-ca rbox y la te  ( 16 3 d) .  To  
a  so lu t io n  o f  1 6 2 d  ( 1 .00  g ,  3 .3 7  mmo l )  an d  DIPEA (8 71  mg,  6 .7 4  mmo l )  in  CH 2 Cl 2  ( 30  
mL)  was  add ed  4 - ch lo ro b en zo y l  ch lor id e  (7 0 8  mg,  4 .0 4  mmo l)  d ro p wise  a t  0  °C .  The  
mix tu re  was  s t i r r ed  a t  ro o m temp era tu r e  fo r  4  h .  The  r eac t ion  mix tu re  was  con cen t ra t ed .  
Th e  r e s id u e  was  p ur i f i ed  b y  s i l i ca  g e l  co lu mn  ch roma to graph y  (p e t ro leu m e th er /E tOAc  =  




1 .1 7– 1 .5 0  (m ,  9 H) ,  3 .1 7  (b r s ,  1 H) ,  3 .4 2 –4 .37  (m ,  5 H) ,  5 .68  ( s ,  1 H) ,  7 .1 8 –7 .28  (m ,  3 H) ,  
7 .2 9– 7 .4 6  (m ,  5 H) .  MS m / z  3 79  (M−( t -Bu )+H) + .  
(4 -Chlo ro pheny l ) - (2 - (4 - ch lo ro pheny l )p ipera z in -1-y l )m etha no ne  hy dro chlo r ide  ( 1 64 a ) .  
A mix ture  o f  1 63 a  (1 .2 6  g ,  2 .89  mmo l )  and  4  M h yd rog en  ch lo r id e  E tOAc  so lu t io n  (1 5  mL,  
60 .0  mmo l )  was  s t i r r ed  a t  0  °C  fo r  3  h .  Th en  th e  mix tu re  was  con cen t r a t ed  to  g iv e  16 4 a  
(1 .06  g ,  99 %)  a s  a  wh i t e  so l id .  1 H NMR (30 0  MHz,  DMSO -d 6 )  δ  2 .9 8 –3 .28  (m ,  3 H) ,  3 .52  
(d d ,  J  = 13 .7 ,  4 .6  Hz ,  1 H) ,  3 .9 6  (d ,  J  = 1 3 .2  Hz ,  2 H) ,  5 .6 0  (br s ,  1 H) ,  7 .35 – 7 .4 7  (m ,  2 H) ,  
7 .4 7– 7 .6 2  (m ,  6 H) ,  8 .2 6 – 9 .9 2  (m ,  2 H) .  MS m / z  33 5  (M+H) + .  
(4 -Brom o pheny l ) - (2 - (4 - ch lo ro pheny l )p ipera z in -1-y l )m etha no ne  hy dro chlo r ide  ( 1 6 4 b) .  
A  mix tu re  o f  1 63 b  ( 7 .0 0  g ,  14 .6  mmo l )  an d  4  M hy d ro g en  ch lor id e  E tOAc  so lu t ion  (20  mL,  
80 .0  mmo l )  was  s t i r r ed  a t  r oo m temp era tu r e  fo r  2  h .  Th en  th e  mix ture  was  co n cen t r a t ed  to  
g iv e  1 64 b  (4 .00  g ,  6 6 %)  a s  a  ye l lo w so l id .  1 H NMR (4 0 0  MHz,  DMSO -d 6 )  δ  3 .0 3– 3 .1 3  (m,  
1 H) ,  3 .1 4– 3 .2 8  (m ,  3 H) ,  3 .5 1 – 3 .5 4  (m ,  1 H) ,  3 .9 4 – 3 .9 8  (m ,  1 H) ,  5 .6 0  ( s ,  1 H) ,  7 .37 – 7 .4 6  
(m ,  2 H) ,  7 .47 – 7 .5 5  (m ,  4 H) ,  7 .6 9  (d ,  J  =  8 .0  Hz ,  2 H) ,  8 .6 0  ( s ,  1 H) ,  9 .7 1  ( s ,  1 H) .  MS m / z  
37 9  (M+H) + .  
(4 -Chlo ro pheny l ) - (2 - (3 - ch lo ro pheny l )p ipera z in -1-y l )m etha no ne h y dro chlo r ide  ( 1 6 4 c) .  
Co mpo un d  16 4 c  was  p r epa red  f rom co mp o un d  16 3 c  in  a  s im i l a r  man n er  to  th a t  d esc r ib ed  
fo r  th e  syn th es i s  o f  co mp o un d 1 64 b  and  ob ta in ed  q u an t i t a t iv e ly  a s  a  wh i t e  so l id .  1 H NMR  
(3 0 0  MHz,  DMSO -d 6 )  δ  3 .0 1– 3 .36  (m ,  3 H) ,  3 .5 3  (br s ,  1 H) ,  4 .0 0  (d ,  J  = 1 3 .7  Hz ,  2 H) ,  
5 .6 2  (b r s ,  1 H) ,  7 .33  (d ,  J  = 7 .4  Hz ,  1 H) ,  7 .3 9 – 7 .5 2  (m,  3 H) ,  7 .57  ( s ,  4 H) ,  8 .60  (b r s ,  1 H) ,  
9 .7 2  (d ,  J  = 8 .4  Hz,  1 H) .  MS m / z  3 3 5  (M+H) + .  
(4 -Chlo ro pheny l ) - (2 - (2 - ch lo ro pheny l )p ipera z in -1-y l )m etha no ne  hy dro chlo r ide  ( 16 4 d) .  
Co mpo un d 1 64 d  was  p repa red  f ro m co mp ou n d 16 3 d  i n  a  s im i l a r  mann e r  to  th a t  d esc r ib ed  
fo r  th e  sy n th es i s  o f  co mp o un d  1 64 b  an d  o b ta in ed  in  8 4 % y ie ld  a s  a  wh i t e  so l id .  1 H NMR 
(3 0 0  MHz,  DMSO -d 6 )  δ  3 .27  (d ,  J  =  5 .7  Hz ,  2 H) ,  3 .38 – 3 .5 0  (m ,  1 H) ,  3 .5 1 – 3 .6 3  (m ,  1 H) ,  
3 .8 3– 4 .0 9  (m,  2 H) ,  5 .6 4  (d d ,  J  =  8 .5 ,  5 .8  Hz ,  1 H) ,  7 .3 1 –7 .44  (m ,  2 H) ,  7 .4 4 – 7 .5 5  (m,  5 H) ,  
7 .5 5– 7 .6 3  (m ,  1 H) ,  9 .4 1  (br s ,  2 H) .  MS m / z  3 3 5  (M+H) + .  
(4 -Brom o pheny l ) ( (2 S ) - 2 - (4 - ch lo ro pheny l )p ip era z in -1 -y l )m etha no ne  ( 1 65 a )  a nd  (4 -
Brom o pheny l ) ( (2 R ) -2 - (4 - ch lo ro pheny l )p ipera z in -1 -y l )m etha no ne  ( 16 5 b) .  To  a  so lu t io n  




so lu t ion  (5 3 .1  mL,  21 3  mmo l)  a t  0  °C .  Th e  r e su l t in g  mix tu re  was  a l lo wed  to  warm to  
ro o m temp era tu r e  and  s t i r r ed  a t  ro o m temp era tu r e  fo r  1  h .  Th e  r eac t ion  mix tu re  was  
b as i f i ed  wi th  sa tu r a t ed  aq u eo u s  NaHCO 3  so lu t ion  a t  r oo m temp era tu r e  an d  ex t r ac t ed  wi th  
E tOAc .  Th e  o rg an ic  l ay e r  was  sep a ra t ed ,  wash ed  wi th  wa ter  and  b r in e ,  d r i ed  ov e r  Mg SO 4 ,  
and  co n cen t r a t ed .  Th e  r e s id u e  was  p u r i f i ed  b y  NH -s i l i ca  g e l  co l umn  ch ro ma to graph y  
(h ex an e /E tOAc  =  9 /1  to  0 /1 0 )  to  g iv e  (4 -b ro mo p h en y l ) - (2 - (4 - ch loro ph eny l )p ipe raz in -1 -
y l )me th an o n e  ( f r ee  fo rm o f  1 64 b ,  2 . 6 0  g ,  9 7 %)  a s  a  co lor l e ss  o i l .  1 H NMR (30 0  MHz,  
CDCl 3 )  δ  2 .6 9– 3 .0 1  (m,  2 H) ,  3 .0 4– 3 .3 0  (m,  2 H) ,  3 .6 2  (d ,  J  =  13 .0  Hz,  1 H) ,  4 .9 6 – 6 .0 1  (m,  
1 H) ,  7 .27 – 7 .4 7  (m ,  6 H) ,  7 .5 4  (d ,  J  =  8 .2  Hz ,  2 H) .  2 H were  n o t  o b se rv ed .  MS m / z  3 7 9  
(M+H) + .  
Th e  r acemic  mix tu re  (2 .6 0  g )  was  sep a ra t ed  b y  HPLC (YMC K -p rep  sy s t em,  CHIRALPAK 
AD (Da ice l )  5 00  mm ×  50  mm I .D . ,  h ex an e / iPrOH/E t 2 NH =  4 00 /6 00 /1  (v /v /v) ,  f l o w r a t e  o f  
60  mL/min . )  t o  g iv e  16 5a  (1 .13  g ,  4 2 %,  9 9 .9 %ee ,  r e t en t io n  t ime  14 .2  min )  a s  a  co lo r l e ss  
o i l  and  1 65 b  ( 1 .1 0  g ,  4 1 %,  99 .8 %ee ,  r e t en t io n  t ime  2 4 .0  min . )  a s  a  co lor l e ss  o i l .  1 6 5 a:  1 H 
NMR (3 00  MHz,  C DCl 3 )  δ  2 .7 0– 2 .9 9  (m ,  2 H) ,  3 .01 – 3 .2 8  (m ,  2 H) ,  3 .6 2  (d ,  J  = 12 .6  Hz ,  
1 H) ,  4 .61 –6 .25  (m ,  1 H) ,  7 .2 7 – 7 .4 5  (m,  6 H ) ,  7 .54  (d ,  J  = 8 .1  Hz ,  2 H) .  2 H were  n o t  
ob se rv ed .  MS m / z  3 79  (M+H) + .  1 65 b:  1 H NM R (30 0  MHz,  CD Cl 3 )  δ  2 .73 – 3 .0 1  (m ,  2 H) ,  
3 .0 2– 3 .3 3  (m ,  2 H) ,  3 .6 2  (d ,  J  = 12 .6  Hz ,  1 H) ,  5 .0 1 – 6 .0 6  (m ,  1 H) ,  7 .2 7 – 7 .4 6  (m ,  6 H) ,  7 .5 4  
(d ,  J  = 8 .1  Hz ,  2 H) .  2 H  were  n o t  o b se rv ed .  MS  m / z  37 9  (M+H) + .  
An a ly t i ca l  HPLC con d i t io n s  fo r  d e te rmin a t i on  o f  th e  %ee  v a lu es  o f  16 5a  an d  16 5 b :  
Wa te r s  sy s t em,  CHIRA LPAK AD (Da ice l )  25 0  mm ×  4 .6  mm I .D . ,  h ex an e / iPrOH/E t 2 NH =  
40 0 /60 0 /1(v /v /v ) ,  f l o w r a t e  o f  0 .5  mL/min .  Ab so lu te  s t e r eoch emis t ry  was  d e te rmin ed  a s  
an  (2 S ) - en an t io mer  b y  X - ray  c ry s t a l  s t r u c tu r e  an a ly s i s  o f  TsOH sa l t  o f  16 5 a  (CCDC  
15 23 5 60 ) .  
t e r t -Buty l  6 - cy a no py ra zo lo [1 ,5 -a ]pyr id ine -3 -ca rbo xy la te  ( 17 4 ) .  To  a  so lu t io n  of  1 7 0  
(5 .00  g ,  2 0 .7  mmo l )  in  CH 2 Cl 2  ( 4 0  mL)  was  ad d ed  o x a ly l  ch lo r id e  (15 .8  g ,  12 4  mmo l )  
d ro p wise  a t  0  °C .  On e  d rop  of  DMF was  ad d ed  to  th e  so lu t io n ,  and  th en  th e  r e su l t ing  
mix tu re  was  s t i r r ed  a t  0  °C  fo r  1  h .  A  so lu t ion  o f  p o ta ss iu m t e r t -b u to x id e  (23 .3  g ,  20 7  
mmo l )  in  THF (50  mL)  was  add ed  d rop wise  to  th e  r eac t ion  mix tu re  a t  0  °C .  Th e  r e su l t ing  




r eac t io n  mix tu re  was  qu en ch ed  wi th  wa te r  and  ex t r ac t ed  wi th  CH 2 Cl 2 .  Th e  sep a ra t ed  
org an ic  l ay e r  was  was h ed  wi th  b r i n e ,  d r i ed  ov e r  Na 2 SO 4 ,  an d  co n cen t r a t ed .  Th e  r e s id u e  
was  pu r i f i ed  by  s i l i ca  g e l  co lu mn  ch roma to graph y  (p e t ro leu m e th er /E tOAc  =  2 0 /1  to  10 /1 )  
to  g iv e  t e r t -bu ty l  6 -bro mo p yrazo lo[1 ,5 -a ]p yr id in e -3 - carbo x y la t e  (4 .1 0  g ,  6 7 % fo r  2  s t ep s )  
a s  a  l i gh t  y e l lo w so l id .  1 H NMR (4 00  MHz,  DMSO -d 6 )  δ  1 .5 7  ( s ,  9 H) ,  7 .72  (d d ,  J  = 9 .6 ,  
1 .4  Hz ,  1 H) ,  7 .9 6  (d ,  J  = 9 .6  Hz,  1 H) ,  8 .3 9  ( s ,  1 H) ,  9 .2 8  ( s ,  1 H) .  MS m / z  2 97  (M+H) + .  
To  a  m ix ture  o f  t e r t -Bu ty l  6 -b ro mop y razo lo[1 ,5 -a ]py r id in e -3- ca rbo xy la t e  (1 00  mg ,  0 .34  
mmo l )  an d  z in c  cy an id e  (4 0  mg,  0 .3 4  mmo l )  in  DMF (10  mL)  was  ad d ed  Pd(PPh 3 ) 4  (3 9  mg ,  
0 .0 3  mmo l) .  Th e  r eac t ion  mix tu re  was  s t i r r ed  a t  1 00  °C fo r  2  h  and  con cen t ra t ed .  Th e  
r e s idu e  was  pu r i f i ed  b y  s i l i ca  g e l  co lu mn ch roma to grap hy  ( p e t ro leu m e th e r /E tOAc  =  5 /1)  
to  g iv e  17 4  ( 8 0  mg ,  9 8 %)  a s  a  wh i t e  so l id .  1 H NMR (4 00  MHz,  DMSO -d 6 )  δ  1 .5 8  ( s ,  9 H) ,  
7 .8 1  (d ,  J  =  9 .3  Hz ,  1 H) ,  8 .0 9  (d ,  J  =  9 .1  Hz,  1 H) ,  8 .5 9  ( s ,  1 H) ,  9 .7 6  ( s ,  1 H) .  MS m / z  2 4 4  
(M+H) + .  
2- Io do -1 ,3 -o xa zo le -5 - ca rbo x y l i c  a c id  (18 0 ) .  To  a  so lu t io n  o f  1 9 2  ( 1 0 .0  g ,  7 0 .9  mmo l )  in  
THF (1 2 0  mL)  was  add ed  1  M LHMDS in  THF (10 6  mL,  10 6  mmo l )  d rop wise  fo r  1 0  min  
a t  −7 0  °C u nd e r  N 2 .  Af t e r  s t i r r in g  a t  th e  same  t emp era tu r e  fo r  1  h  u n d er  N 2 ,  a  so lu t io n  o f  
1 ,2 -d i io do e th an e  (1 1 .2  mL,  85 .0  mmo l )  in  THF (3  mL)  was  ad d ed  drop wise  to  th e  mix tu re  
fo r  10  min  a t  −70  °C.  T h e  r e su l t in g  mix ture  was  a l lo wed  to  warm to  ro om temp era tu r e  an d  
s t i r r ed  a t  ro o m temp era tur e  o v ern igh t .  Th e  r eac t ion  mix ture  was  p ou red  in to  wa te r  a t  
ro o m temp era tur e  an d  ex t r ac t ed  wi th  E tOAc .  Th e  org an ic  l ay e r  was  wash ed  wi th  wa te r  
and  b r in e ,  d r i ed  o v e r  Mg SO 4 ,  and  co n cen t r a t ed .  Th e  r e s id u e  was  p ur i f i ed  by  s i l i ca  g e l  
co lu mn  ch roma to grap h y  (h ex an e /E tOAc  =  9 9 /1  to  8 5 /15 )  to  g iv e  e thy l  2 - io do -1 ,3 -ox azo le -
5- ca rbo xy la t e 3 2  ( 7 .4 1  g ,  3 9 %)  a s  a  wh i t e  so l id .  1 H NMR (3 00  MHz,  C DCl 3 )  δ  1 .3 9  ( t ,  J  =  
7 .2  Hz ,  3 H) ,  4 .3 9  (q ,  J  =  7 .2  Hz,  2 H) ,  7 .6 5  ( s ,  1 H) .  MS m / z  2 68  (M+H) + .   
To  a  so lu t ion  o f  e th y l  2 - io do -1 ,3 -o x azo le -5- ca rb ox y la t e  (50 0  mg ,  1 .87  mmo l )  in  THF (1 0  
mL)  an d  wa te r  (5  mL)  was  ad d ed  4  M aqu eou s  l i t h iu m h yd rox id e  so lu t io n  (0 .7 0  mL,  2 .80  
mmo l )  a t  0  °C .  Af ter  s t i r r in g  a t  0  °C  fo r  3 0  min ,  t h e  r eac t ion  mix ture  was  d i lu t ed  w i th  
wa te r  an d  wash ed  wi th  MTBE.  Th en  th e  aqu eou s  l ay e r  was  ac id i f i ed  wi th  2  M 
hy d ro ch lo r i c  ac id  and  ex t r ac t ed  wi th  E tOAc .  Th e  o rg an ic  l ay e r  was  wash ed  wi th  wa te r  




so l id .  1 H NMR (3 00  MHz,  DMSO -d6 )  δ  7 .81  ( s ,  1 H) ,  1 3 .8 5  (b r s ,  1 H) .  MS m / z  2 4 0  (M+H) + .  
1- (3-Cy a no pheny l ) -5 -methy l -1 H -py ra zo le -4 - carbo x y l i c  a c id  ( 1 8 3) .  A mix tu re  o f  1 93  
(1 .10  g ,  4 .31  mmo l )  and  4  M aq ueo u s  l i th iu m hy d ro x id e  so lu t ion  (5  mL,  20 .0  mmo l )  in  
THF (10  mL) ,  MeOH (1 0  mL) ,  an d  wa te r  ( 5  mL)  was  s t i r r ed  a t  r o om temp era tur e  fo r  1 .5  h .  
Th e  mix tu re  was  n eu t r a l i zed  wi th  2  M HCl  and  ex t r ac t ed  wi th  E tO Ac .  Th e  org an ic  l ay er  
was  sep a ra t ed ,  wash ed  wi th  wa te r  an d  b r in e ,  d r i ed  o v e r  Na 2 SO 4 ,  and  con cen t r a t ed .  Th e  
r e s idu e  was  p u r i f i ed  b y  s i l i ca  g e l  co lu mn  ch ro ma to g rap h y  ( h ex an e /E tOAc  =  8 /2  to  2 /8 )  to  
g iv e  1 8 3  (0 .49 5  g ,  51 %)  a s  a  wh i t e  so l id .  1 H NMR (3 00  MHz,  C DCl 3 )  δ  2 .65  ( s ,  3 H) ,  
7 .6 1– 7 .8 4  (m ,  4 H) ,  8 .1 4  ( s ,  1 H) .  1 H was  n o t  o b se rv ed .  MS m / z  2 2 8  (M+H) + .  
Ethy l  2 - (3 - cy a no phen y l) -1 ,3 -o x a zo le -5- ca rbox y late  (1 84 ) .  A mix ture  o f  19 4  ( 95 0  mg ,  
5 .4 1  mmo l ) ,  Pd (PPh 3 ) 4  ( 62 5  mg ,  0 .5 4  mmo l ) ,  ( 3 - cy ano ph en y l)b oro n ic  ac id  (1 .1 9  g ,  8 .1 2  
mmo l ) ,  an d  K 2 CO 3  ( 2 .2 4  g ,  1 6 .2  mmo l )  in  DME (14  mL)  and  wa te r  ( 1  mL)  was  h ea ted  a t  
16 0  °C for  1 0  min  un d er  m ic ro wav e  i r r ad ia t ion .  Th e  r eac t io n  mix ture  was  p ou red  in to  
wa te r  a t  r oo m temp era tur e  and  ex t rac t ed  wi th  E tOAc .  Th e  o rg an ic  l ay er  was  sep a ra t ed ,  
wash ed  wi th  wa te r  a n d  b r in e ,  d r i ed  o v e r  Mg SO 4 ,  an d  co n cen t r a t ed .  Th e  r e s id u e  was  
pu r i f i ed  b y  NH -s i l i ca  g e l  co lu mn  ch ro ma tog raph y  (h ex an e /E tOAc  =  10 /0  to  7 /3 )  to  g iv e  
18 4  ( 7 74  mg ,  59  %)  a s  a  wh i t e  so l id .  1 H NMR (30 0  MHz,  CDCl 3 )  δ  1 .43  ( t ,  J  =  7 .1  Hz ,  
3 H) ,  4 .4 4  (q ,  J  =  7 .1  Hz ,  2 H) ,  7 .5 8 –7 .68  (m ,  1 H) ,  7 .8 0  (d t ,  J  =  8 .0 ,  1 .4  Hz ,  1 H) ,  7 .8 7  ( s ,  
1 H) ,  8 .3 8  (d t ,  J  =  8 .0 ,  1 .4  Hz ,  1 H) ,  8 .4 5  ( t ,  J  =  1 .4  Hz,  1 H) .  MS m / z  24 3  (M+H) + .  
Ethy l  2 - (4 -cy a no pyr id in -2-y l ) -1 ,3 -ox a zo le -5 - carbo x y la te  ( 1 85 ) .  A  mix tu re  o f  1 9 2  ( 31 2  
mg ,  2 .2 1  mmo l) ,  2 -b romo iso n ico t in on i t r i l e  ( 48 6  mg,  2 .65  mmo l ) ,  Cu I  (42 1  mg,  2 .21  
mmo l ) ,  Pd (OAc) 2  (2 5  mg ,  0 .1 1  mmo l) ,  and  Cs 2 C O 3  ( 1 .4 4  g ,  4 .4 2  mmo l )  in  DMF (4  mL)  
was  h ea ted  a t  10 0  °C for  1  h  un d e r  m ic ro wav e  i r r ad ia t io n .  Th e  mix ture  was  p o ured  in to  
wa te r  a t  r oo m temp era tur e  and  ex t rac t ed  wi th  E tOAc .  Th e  o rg an ic  l ay er  was  sep a ra t ed ,  
wash ed  wi th  wa te r  an d  b r in e ,  d r i ed  o v e r  Mg SO 4 ,  an d  co n cen t r a t ed .  Th e  r e s id u e  was  
pu r i f i ed  b y  s i l i ca  g e l  co lu mn  ch ro ma to g rap h y  (h ex an e /E tOAc  =  9 5 /5  to  30 /70 )  to  g iv e  
e thy l  1 8 5  (2 2 0  mg ,  4 1  %)  a s  a  wh i t e  so l id .  1 H NMR (3 00  MHz,  CDCl 3 )  δ  1 .43  ( t ,  J  =  7 .1  
Hz ,  3 H) ,  4 .4 6  (q ,  J  =  7 .1  Hz ,  2 H) ,  7 .6 6  (dd ,  J  =  5 .0 ,  1 .5  Hz ,  1 H) ,  7 .95  ( s ,  1 H) ,  8 .3 4 – 8 .4 8  
(m ,  1 H) ,  8 .9 8  (dd ,  J  =  5 .0 ,  0 .8  Hz ,  1 H) .  MS m / z  24 4  (M+H) + .  




so lu t ion  of  16 1a  ( 1 .0 0  g ,  5 .0 8  mmo l)  in  DMF (1 0  mL)  were  ad ded  HATU ( 2 .81  g ,  7 .3 9  
mmo l ) ,  DIPEA (1 .79  g ,  1 3 .9  mmo l )  and  1 78  ( 87 4  mg,  4 .6 2  mmo l ) .  Th e  r e su l t ing  mix tu re  
was  s t i r r ed  a t  r o om temp era tur e  fo r  12  h .  Th e  r eac t io n  mix ture  was  d i lu t ed  wi th  E tOAc ,  
wash ed  wi th  wa te r  an d  br in e ,  d r i ed  ov e r  N a 2 SO 4 ,  an d  con cen t r a t ed .  Th e  r e s id u e  was  
pu r i f i ed  b y  s i l i ca  g e l  co lu mn  ch ro ma to graph y  (CH 2 Cl 2 /MeOH =  1 0 /1 )  to  g iv e  1 8 6  ( 1 .4 5  g ,  
85 %)  a s  a  wh i t e  so l id .  1 H NMR (3 0 0  MHz,  CDCl 3 )  δ  1 .77 –2 .17  (m ,  1 H) ,  2 .6 2 –3 .54  (m ,  
4 H) ,  3 .85  (d d ,  J  = 10 .6 ,  2 .9  Hz ,  1 H) ,  4 .5 6  (br s ,  2 H) ,  7 .2 9 – 7 .5 9  (m ,  8 H) ,  7 .6 8  ( s ,  1 H) ,  
8 .0 6  (d ,  J  = 7 .2  Hz,  1 H) .  MS m / z  3 6 8  (M+H) + .  
5- (Chlo rom ethy l) -2 -ph eny l -1 ,3 -o xa zo le  ( 18 8 ) .  To  a  su sp en s ion  of  L iAlH 4  (1 1 3  mg,  2 .9 8  
mmo l )  in  THF (5  mL)  a t  0  °C  u n d e r  N 2  was  a dd ed  a  so lu t ion  o f  19 5  (3 0 0  mg ,  1 .4 8  mmo l )  
in  THF (5  mL)  d ro p wise .  Th e  r e su l t in g  mix tu re  was  s t i r r ed  a t  r oo m temp era tur e  fo r  5  h .  
Th e  r eac t ion  mix ture  was  q u en ch ed  b y  ad d i t ion  o f  wa te r  (0 .15  mL)  an d  10 % aq u eo u s  
so d iu m h y drox id e  (0 .1 5  mL)  seq u en t i a l ly .  Th en  th e  mix ture  was  f i l t e r ed ,  an d  th e  f i l t r a t e  
was  co n cen t r a t ed .  Th e  r e s idu e  was  p u r i f i ed  b y  p r ep ara t iv e  TLC (CH 2 Cl 2 /MeOH= 1 0 /1 )  to  
g iv e  (2 -ph eny l -1 ,3 -ox azo l -5 -y l )me than o l  (2 50  mg )  a s  a  c ru d e  p rod u c t .  To  th e  c ru d e  (2 50  
mg )  in  CH 2 Cl 2  (2 0  mL)  was  ad d ed  SOCl 2  ( 1 .00  g ,  8 .4 1  mmo l )  a t  0  °C .  Af ter  s t i r r ing  a t  
0  °C  fo r  3  h ,  t h e  r eac t ion  mix tu re  was  p ou red  in to  wa te r  an d  ex t r ac t ed  wi th  CH 2 C l 2 .  Th e  
sep a ra t ed  org an ic  l ay e r  was  wash ed  wi th  b r in e ,  d r i ed  o v er  Na 2 SO 4 ,  an d  co n cen t r a t ed .  Th e  
r e s idu e  was  p u r i f i ed  b y  p r epa ra t iv e  TLC (p e t ro leu m e th e r / E tOAc  =  3 /1 )  to  g iv e  18 8  (2 3 0  
mg ,  77 % for  2  s t ep s )  a s  a  y e l lo w o i l .  1 H NMR (40 0  MHz,  CD Cl 3 )  δ  4 .7 2  ( s ,  2 H) ,  7 .2 0  ( s ,  
1 H) ,  7 .5 0  ( t ,  J  = 3 .2  Hz ,  3 H) ,  8 .04 –8 .12  (m ,  2 H) .  MS d es i r ed  mass  w as  no t  d e tec ted .  
t e r t -Buty l  3 - (4 - ch lo ro pheny l ) -1 ,4 -d ia zepa ne -1 -ca rbo x y la te  ( 19 1) .  To  a  m ix ture  o f  
p ro pan e -1 ,3 -d iamin e  (2 .2 5  g ,  3 0 .4  mmo l)  in  MeOH (5 0  mL)  was  ad d ed  1 9 0  (4 .00  g ,  1 5 .2  
mmo l )  po r t ion wise  a t  0  °C .  Th e  mix ture  was  s t i r r ed  a t  r oo m temp era tur e  fo r  1  h .  Th en  to  
th e  mix tu re  wa s  add ed  NaOMe (2 .0 5  g ,  38 .0  mmo l ) .  Af t e r  s t i r r ing  a t  8 0  °C for  1 6  h ,  t h e  
r eac t io n  mix tu re  was  co n cen t r a t ed .  Th e  r e s id u e  was  p ur i f i ed  b y  s i l i ca  g e l  co lu mn 
chro ma to g rap hy  (CH 2 C l 2 /MeOH =  1 0 /1)  to  g iv e  3 - (4 - ch lo rop h en y l ) -1 ,4 -d iazep an -2 -on e  
(8 0 0  mg ,  23 %)  a s  a  l i g h t  y e l lo w so l id .  1 H N MR (4 00  MHz,  CD Cl 3 )  δ  1 . 72 –1 .84  (m ,  3 H) ,  
3 .0 2– 3 .0 9  (m,  1 H) ,  3 .3 3 – 3 .4 7  (m,  3 H) ,  4 .5 7  ( s ,  1 H) ,  6 .0 8  ( s ,  1 H) ,  7 .31 –7 .37  (m ,  4 H) .  MS  




To  a  mix tu re  o f  3 - (4 - ch lo rop h en y l ) -1 ,4 -d iazep an -2 -on e  (8 0 0  mg,  3 .56  mmo l )  in  THF (3 0  
mL)  a t  0  °C  was  ad d ed  b oran e  d ime thy l su l f id e  co mp lex  (10  M,  5 .00  mL,  50 .0  mmo l )  
d ro p wise .  Th e  mix ture  was  s t i r r ed  a t  8 0  °C fo r  1 6  h .  To  th e  mix ture  was  add ed  MeOH (20  
mL)  dro p wise  and  th e  mix tu re  was  s t i r r ed  a t  ro o m temp era tu r e  fo r  1  h .  Th en  th e  mix tu re  
was  po u red  in to  4  M hy d ro ch lo r i c  ac id  (3 0  mL) .  Af ter  s t i r r ing  a t  8 0  °C fo r  1  h ,  th e  
mix tu re  was  co n cen t r a t ed .  To  a  so lu t io n  o f  th e  r e s id u e  (7 52  mg )  an d  E t 3 N (1 .0 8  g ,  1 0 .7  
m mo l )  in  CH 2 Cl 2  ( 2 0  mL)  was  add ed  Bo c 2 O (5 4 5  mg,  2 .5  mmo l )  d rop wise  a t  0  °C .  Af te r  
s t i r r ing  a t  r oo m temp era tur e  fo r  1 6  h ,  t h e  r eac t ion  mix tu re  was  con cen t r a t ed .  Th e  r e s id u e  
was  p ur i f i ed  by  s i l i ca  g e l  co lu mn  ch ro ma to graph y  on  s i l i ca  g e l  ( p e t ro leum e th e r / e thy l  
ace ta t e  =  10 /1 )  to  g iv e  1 9 1  ( 80 0  mg ,  72 % fo r  2  s t ep s )  a s  a  l i g h t  y e l lo w so l id .  1 H NMR 
(4 0 0  MHz,  CDCl 3 )  δ  1 . 51  ( s ,  9 H) ,  1 .7 7 – 2 .1 6  (m ,  3 H) ,  2 .6 7 –2 .98  (m ,  2 H) ,  3 .13 –3 .33  (m ,  
2 H) ,  3 .8 0– 3 .9 2  (m ,  2 H) ,  7 .29 –7 .40  (m,  4 H) .  1 H was  no t  o b se rv ed .  MS m / z  3 11  (M+H) + .  
X -ra y  cry s ta l  s t ruc tu re  a na ly s i s  o f  co mpo unds .  Al l  measu remen t s  were  mad e  o n  a  
Rig aku  XtaLAB P2 00  d i f f r ac to me te r  ( fo r  co mp o un d s  1 5 8c  an d  1 5 8 e )  an d  a  Rig aku  R -
AXIS  RAPID -1 9 1 R d i f f r ac to me te r  ( fo r  co mp o u nd  16 5 a )  u s in g  g r aph i t e  mo n o ch ro mated  Cu  
Kα  rad ia t io n .  Th e  s t ru c tur e  was  so lv ed  b y  d i r ec t  me th od s  wi th  S I R2 00 8  (Bur l a  e t  a l . ,  
20 07 )  and  was  r e f in ed  u s in g  fu l l -ma t r ix  l ea s t - sq u ares  o n  F 2  w i th  SHELXL -2 01 3 /4  o r  
SHELXL -2 0 14 /7  (Sh e ldr i ck ,  20 0 8) .  A l l  no n -H a to ms were  r e f in ed  wi th  an i so t ro p ic  
d i sp lacemen t  p a r ame te r s .  A l l  t h ese  d a ta  ca n  be  o b ta in ed  f r ee  o f  cha rg e  f ro m The  
Camb r id g e  Cry s ta l lo grap h ic  Da ta  Cen t r e  v i a  
h t tp : / /www.ccd c . cam.ac .u k /Co mmu n i ty /Req u es ta s t ru c tu r e /Pag es /Da ta Req u es t . a spx ? .  
 
 
F ig ure  4 -1 3 .  ORTEP o f  1 5 8 c  ( l e f t )  and  1 58 e  ( r ig h t ) ,  t h e rma l  e l l i p so id s  a r e  d r awn  a t  50 % 




Crys ta l  d a ta  fo r  15 8 c  ( CCDC  1 5 23 56 2 ) :  C 1 3 H 1 2 FNO 2 ,  MW = 2 33 .24 ;  c ry s t a l  s i ze ,  0 .25  ×  
0 .1 1  ×  0 .0 4  mm; co lor l e ss ,  p l a t e ;  mo n o c l in i c ,  sp ace  g rou p  P2 1 /n ,  a  = 3 .8 6 16 0 (7 )  Å ,  b  = 
27 .77 79 (6 )  Å ,  c  = 10 .3 01 20 (11 )  Å ,  α  =  γ  = 9 0 ° ,  β  = 1 0 0 .1 7 80 (13 ) ° ,  V = 1 08 7 .5 9(3 )  Å 3 ,  Z 
= 4 ,  Dx = 1 .42 4  g /cm 3 ,  T = 10 0  K ,  μ  = 0 .9 0 5  mm - 1 ,  λ  = 1 .5 41 8 7  Å ,  R 1  = 0 .03 6 ,  wR 2  =  
0 .0 93 .  
Crys ta l  d a ta  fo r  15 8 e  ( CCDC  1 5 23 56 1 ) :  C 1 3 H 1 2 FNO 2 ,  MW = 2 33 .24 ;  c ry s t a l  s i ze ,  0 .24  ×  
0 .2 4  ×  0 .08  mm;  co lo r l e ss ,  p l a t e ;  mon o c l in i c ,  sp ace  g rou p  P2 1 / n ,  a  = 4 .6 79 07 (10 )  Å ,  b  =  
23 .50 83 (4 )  Å ,  c  = 10 .0 48 10 (16 )  Å ,  α  =  γ  = 9 0 ° ,  β  = 1 0 0 .8 8 10 (18 ) ° ,  V =  1 08 5 .3 9(3 )  Å 3 ,  Z 
= 4 ,  Dx = 1 .42 7  g /cm 3 ,  T = 10 0  K ,  μ  = 0 .9 0 6  mm - 1 ,  λ  = 1 .5 41 8 7  Å ,  R 1  = 0 .04 3 ,  wR 2  =  
0 .1 15 .  
 
F ig ure  4 -1 4 .  ORTEP  o f  TsOH sa l t  o f  1 6 5a ,  th e rma l  e l l i p so id s  a r e  d r awn a t  30 %  
pro bab i l i t y .  
Cry s ta l  d a t a  fo r  TsOH sa l t  o f  16 5 a  (CCDC  1 5 23 56 0 ) :  C 1 7 H 1 7 Br ClN 2 O + ∙  C 7 H 7 O 3 S - ∙  CH 4 O,  
MW  =  58 3 .9 2 ;  c ry s t a l  s i ze ,  0 .1 5  ×  0 .10  ×  0 .0 7  mm; co lor l e ss ,  b lo ck ;  t r i c l in i c ,  sp ace  
gro up  P1 ,  a  = 5 .8 2 81  (3)  Å ,  b  = 14 .95 0 0  (8)  Å ,  c  = 1 5 .2 55 4  (9 )  Å ,  α = 99 .22 1  (7) ° ,  β  = 
10 0 .1 16  (7 ) ° ,  γ  = 9 2 .7 7 4  (7 ) ° ,  V = 12 87 .62  (1 3 )  Å 3 ,  Z = 2 ,  Dx = 1 .5 06  g /cm 3 ,  T = 10 0  K ,  μ  
= 4 .2 18  /mm,  λ  = 1 .54 18 7  Å ,  R 1  = 0 .09 4 ,  wR 2  = 0 .2 28 ,  F lack  Pa rame te r  (F lack ,  1 98 3)  =  
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第五章 総括  
 筆者は、  RN A 代謝に関与する３種のタンパク質、CDK1 2、Brr2 および e IF4 A3 に対する
選択的阻害剤の探索および生物活性評価を実施し、以下の研究成果を得た。  
 
第二章では CDK1 2 阻害剤の探索を目指し、ハイスループットスクリーニング  (HTS)  によ
り見出されたアミノピリジン誘導体 1 を起点とし、タンパク質の結晶構造情報や低分子 X 線
結晶構造のビッグデータである Camb r idg e  s t r u c tu r a l  d a tab ase  (CSD)  の配座情報を活用し、
リンカー部分に特徴的なベンジルウレア構造を有する選択的 CD K1 2  ( / 13 )  阻害剤 2 を見出し
た。化合物 2 は、1 0 - 8 M オーダーの CDK1 2 (およびそのホモログである CDK1 3 )  阻害活性と
転写制御 CD K に対する高い選択性を示し、物性面でも優れていた。さらに、化合物 2 は高い
キノームワイドな選択性を示し、SK-B R-3 細胞において CTD の Ser2 のリン酸化の阻害、お
よび同細胞の増殖阻害活性を示した。  
次に第三章では Brr 2 阻害剤の探索を目指し、R NA 依存 ATPase アッセイを用いた HTS に
より、4 ,6 -ジヒドロピリド [4 ,3 -d ]ピリミジン -2 ,7(1 H ,3 H ) -ジオン誘導体 48 およびスピロ [イ
ンドール -3 ,2 ’ -ピロリジン ] -2 (1 H ) -オン誘導体 5 0 をヒット化合物として得た。まず化合物 4 8
を起点とし、共結晶構造解析および St ru c tur e  b ased  d rug  d es ig n  ( SB DD) を駆使して構造単
純化および末端芳香環の変換を行い、強力かつ Brr2 選択的な阻害剤 6 0  を見出した。次に、
構造的に異なるヒット化合物 5 0 に関しても最適化を行い、インドリノン環へのフッ素原子の
導入、アシル基の最適化、エステル基のメチル基への変換により、さらに強力な Brr2 阻害活
性および優れた選択性を示す化合物 8 9 a  および  9 0a  を見出した。化合物 60、8 9a  および  
90 a は、マイクロモーラーからサブマイクロモーラーの化合物濃度で Brr2 のヘリカーゼ活性
を阻害する。  
続いて第四章では、HT S によりインドール -2 -カルボン酸誘導体 1 0 3 および 1 ,4 -ジアシル
ピペラジン誘導体 1 0 4 をヒット化合物として見出した。まず、化合物 1 0 3 のインドール環上
にハロゲン原子を導入することにより e IF4 A3 の ATPase 活性をサブマイクロモーラーの化合
物濃度で阻害する４置換インドール誘導体  12 0  を見出した。化合物 12 0  は、e IF4 A3 選択的
であり、AT P 拮抗型阻害剤であることを明らかにした。化合物 1 20  は、細胞系アッセイで
NMD 阻害作用を示さなかったため、次にもう一つのヒット化合物 1 ,4 -ジアシルピペラジン誘
導体 1 0 4 の最適化に取り組んだ。化合物 1 0 4 の二つのアシル基を最適化することで、細胞系




ゾール誘導体 1 5 4 a を見出すことに成功した。化合物 1 53 a および 1 54 a は、同じ e IF4 A ファ
ミリーの e IF4 A1 および e IF4 A2 だけでなく他のヘリカーゼに対して ATPase 阻害活性を示さ
ず、高い e IF4 A3 選択性を有していた。また 15 3 a を用いた SP R バイオセンシングアッセイ
により、1 ,4 -ジアシルピペラジン誘導体が非 AT P 結合サイトに結合していることを示した。  
 
 上記の本研究の成果として得られた CDK1 2  ( /13 ) ,  Br r2  および  e IF4 A3 選択的阻害剤は、
それぞれのタンパク質の機能解析に加え、R N A 代謝の各ステップのメカニズムを解明するた
めの有用な分子プローブとなり得る。既に、e IF4 A3  阻害剤に関しては、Pe l l e t i e r 等や共同
研究者の Ap ar ic io 等により 1 5 3 a および 1 5 4 a を分子プローブとして利用した研究が報告さ
れている。また、いずれの化合物も癌や遺伝病の治療薬として利用できる可能性があり、創
薬研究における優れたリード化合物となる。C DK1 2 および  e IF4 A3  阻害剤に関しては、筆者
の見出した化合物をリードとして用いた論文や特許が既に公開されている。研究開始時点で
は、いずれのタンパク質に関しても選択的な阻害剤が全くなく、創薬標的としてのポテンシ
ャルも明らかではなかったことから、RNA 生物学の分野および RN A 代謝を標的とした創薬





AML,  acu te  m y e lo id  l euk emia ;  AcOK,  po ta s s iu m ace ta t e ;  AcONH 4 ,  ammo n iu m ace ta t e ;  
BBP,  b r an ch po in t  b r idg ing  pro te in ;  Bo c 2 O, d i - t e r t -bu ty l  d i carb on a te ;  Br r2 ,  b ad  r e sp o n se  
to  r e f r ig er a t io n  2 ;  t e r t -Bu ONa,  sod iu m t e r t -bu to x id e ;  CCNA2 ,  cyc l in  A2 ;  CDCl 3 ,  
d eu te r a t ed  ch loro fo rm;  CDK2 ,  cy c l in -d ep en den t  k in ase  2 ;  CDK7 ,  cy c l in - d ep en d en t  k in ase  
7 ;  CDK8 ,  cy c l in -d ep en d en t  k in ase  8 ;  CDK9 ,  cyc l in -d ep end en t  k in ase  9 ;  CDK1 2 ,  cy c l in -
d ep end en t  k in ase  12 ;  CDK1 3 ,  cy c l in -d ep end en t  k in ase  1 3 ;  CD 3 OD,  d eu te r a t ed  me th an o l ;  
CSD,  Camb r id g e  s t ru c tur a l  d a tab ase ;  CTD,  C- t e rmin a l  do main ;  CTD k in ase ,  RNA  
po ly merase  I I  carb ox y - t e rmin a l  do main  k in ase ;  Cy cC,  cy c l in  C;  Cy cH,  cy c l in  H;  Cy cK,  
cyc l in  K;  Cy cT1,  cy c l in  T1 ;  Dav ep ho s :  2 -d icy c loh exy lp ho sp h ino -2 ' - (N,N -
d ime th y lamin o )b ip h en y l ;  DBU,  1 ,8 -d iazab icy c lo[5 .4 .0 ]u nd ec -7-en e ;  DHX2 9 ,  DEAH -Bo x 
h e l i ca se  2 9 ;  DIPEA ,  N,N -d i i sop rop y le thy lamin e ;  DME,  1 ,2 -d ime th o xy e th an e ;  DMSO -d 6 ,  
d eu te r a t ed  d ime th y l  su l fo x id e ;  DYRK2 ,  d u a l  sp ec i f i c i ty  ty ro s i n e  ph o sp ho ry la t io n  
r eg u la t ed  k in ase  2 ;  4 E - BP1 ,  euk a ry o t i c  t r an s l a t ion  in i t i a t io n  f ac tor  4 E  b in d in g  p ro te in  1 ;  
EDC,  1 - (3 - (d ime thy lamino )pro py l ) -3 - e th y lcarb od i im id e ;  EDC·HCl ,  1 - (3 -
(d ime thy lamin o) p ro py l ) -3 - e th y lca rb o d i im id e  hy d ro ch lo r id e ;  e IF4 A1 ,  euk a ryo t i c  in i t i a t io n  
f ac to r  4 A1 ;  e IF4 A2 ,  eu k aryo t i c  in i t i a t io n  f ac tor  4 A 2 ;  e IF4 A3 ,  eu k a ryo t i c  in i t i a t io n  f ac to r  
4 A3 ;  e IF4 E ,  eu k a ry o t i c  in i t i a t io n  f ac to r  4 E ;  EJC,  ex on  ju n c t io n  co mp lex ;  E t 2 NH,  
d ie th y lamine ;  Et 3 N,  t r i e thy lamin e ;  EtOAc ,  e thy l  ace ta t e ;  EtOH,  e th an o l ;  FBS,  f e t a l  
bo v in e  se ru m;  FITC,  f luo resce in  i so th io cy an a te ;   FRET,  f luo rescen ce  en e rg y  t r an s f e r ;  
G3 BP1 ,  RasGTPase -ac t iv a t in g  pro te in  b ind in g  p ro te in  1 ;  HATU,  O - (7 - azab en zo t r i azo l -1 -
y l ) -N,N,N ' ,N ' - t e t r ame th y lu ron iu m h ex a f lu o ro ph o sph a te ;  HB d o main ,  h e l i ca l -bu nd le  
do main ;  HDX-MS,  h y dro gen  d eu te r ium ex ch an g e  mass  sp ec t ro me t ry ;  HEPES,  4 - (2 -
hy d ro xy e th y l ) -1 -p ip eraz in ee th an esu l fo n ic  ac id ;  HLH do main ,  h e l ix – lo o p– h e l ix  do main ;  
HOBt ,  1 -h yd rox y b en zo t r i azo le ;  HOBt ·NH 3 ,  1 -hy d ro xy b enzo t r i azo le  ammon iu m sa l t ;  
HTRF,  ho mog en eo u s  t ime  r e so lv ed  f lu o rescence ;  HTS,  h ig h  th ro ug hp u t  sc r een in g ;  IG 
do main ,  immun og lo bu l in - l i k e  do main ;  ITC,  i so th erma l  t i t r a t io n  ca lor ime t ry ;  LANCE,  
l an th an id e  ch e la t e  ex c i t a t ion ;  l o g D,  o c t ano l -wa te r  p ar t i t i o n  co ef f i c i en t ;  MAT1,  mén ag e  a  
t ro i s ;  Me 3 Al ,  t r ime thy la lu min u m;  (Me 3 Al ) 2 ·DABCO,  b i s ( t r ime thy la lu min u m)  1 ,4 -




mo lecu la r  mech an ic s  g en e ra l i zed  b orn  su r f ace  a rea ;  Ms Cl ,  me th an esu l fo ny l  ch lor id e ;  
MTBE,  me th y l  t e r t -b u ty l  e th e r ;  NaBH(OAc) 3 ,  so d ium t r i ace to x y b oro hy dr id e ;  NaOMe,  
so d iu m me th ox id e ;  NMD,  n on sen se -med ia t ed  mRNA d ecay ;  ODS,  o c tad ecy l  s i l i ca ;  Pd /C,  
p a l l ad iu m on  ca rbo n ;  Pd /C(en ) ,  p a l l ad ium – ac t iv a ted  ca rbo n  e th y len ed iamin e  co mp lex ;  
Pd Cl 2 (Amph o s) 2 :  b i s (d i - t e r t -b u ty l (4 -
d ime th y lamin o ph eny l )p ho sp h in e)d ich lo rop a l l ad iu m( I I ) ;  Pd (d p pf )Cl 2 ,  [ 1 ,1 ′ -
b i s (d ip h en y lph o sph in o ) f er ro cen e ]d ich loro p a l l ad iu m( I I ) ;  Pd (d pp f )Cl 2 ·CH 2 Cl 2 ,  [ 1 ,1 ′ -
b i s (d ip h en y lph o sph in o ) f er ro cen e ]d ich loro p a l l ad iu m( I I )  d i ch lo ro me th an e  ad du c t ;  
Pd 2 (d b a ) 3 ,  t r i s (d ib en zy l id en eace to n e )d ip a l l ad iu m(0 ) ;  Pd (OAc) 2 ,  p a l l ad iu m( I I )  ace ta t e ;  
Pd (PPh 3 ) 4 ,  t e t r ak i s ( t r ip h en y lph o sp h in e )p a l l ad iu m(0 ) ;  Pd (PPh 3 )C l 2 ,  
b i s ( t r ip h en y lph o sp h in e )p a l l ad iu m( I I )  d i ch lo r id e ;  POCl 3 ,  ph o sp ho ry l  ch lo r id e ;  Po l  I I ,  RNA 
po ly merase  I I ;  Po ly(U) ,  po lyu r id y l i c  ac id ;  i -PrOH,  2 -p ro p an o l ;  Py Bro P ,  
b ro mo t r i sp y r ro l id in o ph o sph on iu m h ex a f luo rop ho sp h a te ;  Py ClU,  
ch lo rod ip yr ro l id in o carb en iu m h ex a f lu o ro p ho s ph a te ;  RPMI 1 64 0 ,  Ro swe l l  p ark  memo r ia l  
i n s t i t u t e  med iu m 16 40 ;  RS  d o main ,  a rg in ine / s e r in e - r i ch  d omain ;  SA R,  S t ru c tur e  Ac t iv i ty  
Re la t io n sh ip ;  SBDD,  S t ru c tu r e  Based  Drug  Des ig n ;  Se lec t f lu or ,  1 - ch lo rome th y l -4 - f lu o ro -
1 ,4 -d iazo n iab icy c lo[2 .2 .2 ]o c tan e  b i s ( t e t r a f lu orob o ra te ) ;  Sf9 ,  Sp od o p te r a  f ru g ip erd a  c lo n e  
9 ;  SMART S,  SMILES ( s imp l i f i ed  mo lecu la r  in pu t  l i n e  en t ry  sp ec i f i ca t ion )  a rb i t r a ry  t a rg e t  
sp ec i f i ca t io n ;  sn RNP,  s ma l l  nu c lea r  r ib on u c leop ro te in ;  SP R,  su r f ace  p la smo n  r e son an ce ;  
STK3 9,  se r in e  th r eon in e  k in ase  3 9 ;  SUMO, sma l l  u b iqu i t in - l ik e  mod i f i e r ;  TAOK1 ,  
tho u san d  and  on e  amin o  ac id  p ro te in  k in ase  1 ;  TEV,  to b acco  e t ch  v i ru s ;  TFA,  
t r i f lu o ro ace t i c  ac id ;  THF,  t e t r ahy dro fu ran ;  T IA -1 ,  T -ce l l  i n t r ace l lu l a r  an t ig en  1 ;  TR -
FRET,  t ime - r e so lved  f luo rescen ce  en e rg y  t r an s f e r ;  TsOH,  p - to lu en es u l fo n ic  ac id ;  U2 AF,  
U2 aux i l i a ry  f ac tor ;  Upf  p ro te in ,  u p - f r ame  sh i f t  p ro te in ;  WH d omain ,  w in g ed  h e l ix  
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